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1 . 1. GENERALIDADES SOBRE LOS HIDROCARBUROS AROI4TICOS
POLICICLICOS (PAHs)
.
1.1.1. Características generales.
Los hidrocarburos aromáticos policlclicos (PAHa) son
compuestos homólogos del benceno en los que dos o más
anillos se han unido bajo diferentes configuraciones y
forman parte de un conjunto de compuestos denominado
“materia orgánica policiclíca” CPOM).
Esta materia orgánica policiclica está constituida
fundamentalmente por hidrocarburos aromáticos policial laos,
compuestos aromáticos policíclicos con nitrógeno, oxigeno
y azufre, como heteroátomos, así como nitroderivados de los
PAHs, productos de reacciones fotoquímicas en la atmósfera.
El gran interés de los PAt-ls y muchos de los compuestos
que constituyen el “POM” se debe a que algunos de ellos se
ha demostrado que son agentes cancerígenos en animales de
experimentación e incluso pueden en caso de encontrarse en
concentraciones suficientes ser supuestamente inductores
de algunos tipos de cáncer en el hombre.
Su presencia en la atmósfera es en forma de mezclas
complejas, integradas por cientos de estos compuestos con
diferentes intervalos de concentración. La distribución de
los PAHs es diferente según se trate de productos
procedentes del petr6leo o deban su origen a un proceso de
piról isis.
En el caso de los compuestos procedentes del petróleo,
3
1
1
una de las posibles formas isoméricas predomina sobre el U
resto de ellas, así, el benzo(a)pireno destaca sobre el ubenzo(e)pireno y el fenantreno es alrededor de SO veces más
frecuente que su isómero el antraceno.
Si se consideran estos mismos PAHs cuando proceden de
los gases de combustión de los motores de gasolina, diesel ¡
y otras combustiones, se encuentra que la relación
benzo(e)pireno/benzo(a)pireno es 1:1, mientras que para 1
fenantreno/antraceno esta relación es 4:1.
En cuanto al grado de alquilación de los PAHs, los
hidrocarburos procedentes de combustiones se caracterizan
por tener un grado de alquilación menor que los procedentes u
del petróleo que presentan un elevado húmero de
sust i tuyentes. u
En este proceso de alquilación relacionado uestrechamente con la temperatura se observa que a
temperaturas por ejemplo de 20000 C, el fenantreno aparece ¡sin ningún tipo de sustituyente; a 8000 C se presenta un
sustituyente en muy baja proporción; a 4000 0 son posibles
derivados que tienen de uno a cuatro sustituyentes, aunque 3
continúa siendo mayor la proporción del compuesto no
sustituido y por último, entre 100 — 1500 0 se pueden U
presentar derivados con hasta seis sustituyentes, entre los
que predominan los di— y trialquilderivados frente al no u
sustituido (1).
Por tanto, los hidrocarburos aromáticos policíclicos 3
que aparecen más frecuentemente en el medio ambiente son
compuestos sin cadenas laterales; su distribución está 3
siempre asociada con varios tipos de aerosoles y regulada
por el transporte de los mismos, dependiendo de diversos ¡
4 3
¡
3
factores como son, las corrientes de aire, precipitaciones,
condiciones meteorológicas, etc.
1.1.2. Formación y fuentes de emisión.
Formación
Los compuestos aromáticos pollc¶clicos presentan
elevados puntos de fusión y ebullición y son en general
extremadamente insolubles.
Generalmente los PAHs se encuentran en la atmósfera
asociados con las partículas finas (< 2.5 micras) que se
forman en la combustión incompleta o pirólisis de los
combustibles fósiles, y por procesos de carbonización en
la formación del petróleo y del carbón.
La formad
de materiales
fundamentales:
pi ros 1 ntes i s -
ón de los PAHs en la descomposición térmica
orgánicos está basada en dos mecanismos
combustión incompleta o pirólisis y
A altas temperaturas, los compuestos orgánicos son
parcialmente craqueados o fragmentados en moléculas menores
e inestables (pirólisis). Estos fragmentos en su mayoría
radicales, se recombinan formándose moléculas mayores
estables como son los hidrocarburos aromáticos policíclicos
(pirosintesis) (2).
Generalmente en
compuestos como estireno
estos mecanismos
fenilacetileno o
intervienen
butí lbenceno,
5
fenilbutadieno, etc. Estas reacciones han sido estudiadas
por Badget y col. (3), y su mecanismo de formación se
Indica a continuación Figura 1.
La temperatura
de un determinado
butilbenceno como
benzo(a)pireno,
es un factor cnt
PAH. Badget y
intermediario en
observaron que
ico en la formación
col., utilizando
la producción de
podía producirse
FIGURA 1: Síntesis de Benzo(a)plreno según Badget.
e
1
u
a
a
u
u
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NC ¡CH4,
CH2CH-CH’CH2 1
4,
00
4,
ti,
BenzO<8)P treno
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u
u
u
u
u
u
u
u
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benzo(a)pireno o benzo(b)fluoranteno, dependiendo de la
temperatura, por consiguiente un control estricto de la
temperatura puede reducir la formación de un determinado
compuesto.
Boobel (4) encontró que en una atmósfera con a
porcentaje de aire se producía benzo(a)pireno aunque
menor proporción que en atmósferas pobres en oxigeno.
1 to
en
En atmósferas inertes de N2 y a 700
0C,
glucosa, tabaco seco y parafina producen 866,
ng de benzo(a)pireno respectivamente.
un gramo de
752 y 65,6
En similares condiciones, un gramo de tabaco produce
44 ng de benzo(a)pireno a 40000, mientras que ese mismo
gramo de tabaco produce 183,5 ng de benzo(a)pireno a 100000
(5).
Fuentes de emisión
Los compuestos aromáticos policíclicos pueden tener
su origen tanto en fuentes naturales como antropogénicas.
Fuentes naturales
Las fuentes naturales de los hidrocarburos aromáticos
policíclicos están exclusivamente delimitadas a algunos
tipos de biosíntesis, degradaciones a largo plazo y
combustiones naturales.
-7
u
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En la bibliografía se describen algunos tipos de
biosíntesis en algas y bacterias marinas, plantas 1
superiores,. - . (6). Aunque existen discrepancias en cuanto
a la veracidad de estas síntesis (7 y 8).
Los incendios de bosques y praderas quizás sean una
de las mayores aportaciones de PAHs por combustiones
naturales, detectándose PAHe en sedimentos de zonas en las
que ha habido incendios forestales, Existen datos de u
emisiones estimadas entre 12—14 Tm/alio producidas
únicamente por los volcanes.
La degradación del material biológico es probablemente
el método natural de formación de los PAHs ya que se han
encontrado ciertos PAHs en los sedimentos y fósiles
procedentes de materiales biológicos. ¡
El naftaleno y otros hidrocarburos aromáticos y ¡
compuestos organosulfurados pueden haberse producido por
reacciones del azufre elemental con terpenoides y
des. ¡
El reteno (1 metil—7--isopropilfenantreno), por ¡
ejemplo, se ha detectado en suelos en los que existen
pinares además de producirse también en la combustión de
maderas resinosas, piceas o abetos. Este compuesto se
emplea como trazador molecular de combustiones (9).
Compuestos con cuatro y cinco anillos se han uencontrado en sedimentos, lignito y petróleo.
El perileno se ha encontrado en sedimentos en
concentraciones significantes y puede ser posible su
formación a través de la reducción de pigmentos de tipo
8
formac i 6n
quinónico
a través de la reducción de pigmentos de tipo
(10 y 11).
Fuentes antropogén loas
Las fuentes
contribución de los
riesgo para la salud
antropogénicas
compuestos de
del hombre.
Como fuentes de emisión antr
características e investigadas se pueden
opogén i oas
citar:
— Combustión del carbón, fuele, gas, madera, etc.
— Plantas industriales y producción de coke.
— Emisiones de automóviles.
— Combustión de basuras, residuos agrícolas y de bosques.
Las emisiones producidas por los vehículos a motor son
la mayor fuente de emisión de PAHa a la atmósfera,
representando un 36% del total anual. La producción de
aluminio al igual que los incendios forestales aportan un
17% . Alcanzan un 12% las emisiones de las calefacciones,
un 14% la producción de coke, un 4% las centrales térmicas
y un 3% la incineración.
La incineración
corresponder a la
petróleo, tiene un
considerablemente la
particular de benzoCa
de aceites lubricantes, que
fase final de los destilados
alto contenido en PAHa,
tasa de estos compuestos
)pi reno.
Durante la combustión incompleta o pirólisis
por
del
el eva
y en
de la
son
es te
las
tipo
de
con
mayor
mayor
más
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materia orgánica se forman algunos centenares de PAHs, así
por ejemplo hasta el aPio 1967, en el alquitrán de carbones
se describían 106 PAl-ls, en el humo de los cigarrillos cerca
de 280, hasta 146 PAHe en los gasee de escape de los
automóviles y en los gases del fuel—oil 108 (sin contar los
de dos anillos), habiendo sido estos caracterizados por
espectrofotometría U.V. y espectrometria de masas (5).
Por el momento no ha sido posible totalizar
emitidos por las fuentes de emisión más frecuentes
no obstante, valoraciones parciales de algunas
fuentes.
los PAHs
- Existen
de estas
El factor de riesgo de los PAHa en estas emisiones se
mide en relación al benzo(a)pireno, de carácter
cancerígeno, emitido; se considera que un kilógramo de
fuel—oil durante la combustión suministra entre 0,0001 mg
y 100 mg de benzo(a)pireno.
En la tabla
en relación con
emisiones en la
EE.UU -
1 viene indicado el porcentaje individual
el benzoCa)pireno de grupas de estas
emisión total de los mismos efectuada en
El intervalo de concentraciones de un determimado PAH
varia por tanto considerablemente, dependiendo de las
fuentes de emisión. Para el caso del bezo(a)pireno, estas
concentraciones varian ampliamente como puede observarse
en la tabla 2 (12).
u
10
u
u
u
1
u
u
u
1
¡
¡
¡
3
u
¡
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TABLA 1
Porcentaje de benzo(a)plreno para diferentes tipos de emisiones.
Foco de emisión Tm/aNo
— Catustión de basuras, residuos agrícolas
y forestales 563 44
— Caitustión de carbón, fuel—oil, gas y
rradera 475 38
— Plantas industriales y producción de calce 200 16
— Emisiones de autcmóvi les 22 2
TOTAL 1260 100
TABLA 2
Concentraciones de benzc(a)plreno en materia particulada
medida en diferentes fuentes.
FUENTES DE ElISIÓN WCNTRJC6I
(ppn)
Vehículos a rintor (túneles) 86-500
Ccxtustión del carbón:
Calefacciones urbanas (antracitas) 10—20
Calefacciones urbanas (otros carbones) 240—600
Centrales térmicas 0.0007
Centrales térmicas (Fuel—oil) 0.005
Calefacciones urbanas (nndera)
Chimeneas 3—141
Horno 213—870
Planta de calce 1400—6800
aielo
11
0.1—2.3
u
a
La concentración del benzo(a)plrenO en la atmósfera
es en invierno de cinco a diez veces más alta que en verano 1
y en las zonas urbanas de cinco a veinte veces mayor que
en zonas rurales.
El carbón es otro productor importante de energía. El
empleo de éste como combustible de las calefacciones se 3
incrementó en las décadas de los afos 50 — 70 especialmente
en Estados Unidos y en los países de la Comunidad Económica 1
Europea -
Las emisiones de benzo(a)pireno debidas a la U
combustión del carbón son mayores que para otros
combustibles. Estas emisiones son mayores para las calderas ¡
residenciales que queman carbón que para grandes calderas
(centrales térmicas) que trabajan a altas temperaturas con ¡
exceso de aire.
Existen grandes diferencias en cuanto a tipos de ¡
carbón empleados e incluso al tipo de horno en el que se ¡
produce la combustión.
En un estudio realizado por Brokhans y col. (5), U
tabla 3 se muestran las cantidades medidas de los
hidrocarburos aromáticos policíclicos en los gases ¡
procedentes de la combustión para seis tipos de carbones:
antracitas, lignito, coke,... ¡
Las fuentes de emisión de los hidrocarburos aromáticos u
policíclicos pueden en principio ser conocidas a través de
las diferentes proporciones de los PAHs emitidos. Los
primeros intentos para identificar las fuentes de
contaminación fueron realizados por Sawickl y más
recientemente por Grimmer y cols. (13).
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TABLA 3
Cocentración de PAHs en ng/ru3 en la combustión de
diferentes tipos de carbón
— —
Mtracita Lignto
— — f
frtracita
M
Mtraofta
Carbones bola bri~ietaa Mtracita Cdce tipo anzit t,extrazit
xl03 x103
Fluoranteno 70.5 89.7 6.6 — 3904.0 8.3
Pireno 86.8 15.4 24,9 1,1 129.1 4.4
Benzo(a)antraceno 195.0 20.9 89.3 8,7 1819.0 4.5
Criseno 163.3 155 100.5 18.5 3490.0 17,7
Benzo(b)fluoranteno 205.1 14.5 163.5 11,2 1811.0 15.8
Benzo(k)(luoranteno 68.9 3.2 27.0 6.7 25.8 0,6
Bmnzo(e)pireno 101.8 34.3 102.0 1152.0 871.2 32.1
Benzo<a)pireno 64,9 5.0 11.8 10,2 2.2 0,5
Peruano 138.5 12.5 22.9 17.4 140.0 —
Diberzo(ah)antracermo 22.8 10.2 12.5 - 53.8 -
Benzo(ghi)perileno 959 20.2 27.0 120,6 13.0 5.1
Ceroneno *o.s 03 1,8 5.8 III 1.8
Total PMIs 1818 227 ~ 754.6 1412 12.2X103
— — —
110.8
—
En estos estudios observaron que las proporciones
entre algunos PAHa eran diferentes dependiendo del foco
emisor, El benzo(e)pireno es un hidrocarburo que se emplea
como hidrocarburo tipo y se utiliza para obtener un Indice
de referencia de los demás PAHs, dividiendo la
concentración de éstos por la concentración de
benzo(e)pireno. La elección entre otros de éste compuesto
obedece a varios tipos de consideraciones, fundamentalmente
debido a su estabilidad ya que reacciona en la atmósfera
muy lentamente y porque se encuentra exclusivamente en
materia particulada (14).
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uTambién se han ensayado algunos otros compuestos con
este mismo fin, es decir poder utilizarlos como Indices de u
referencia, tal es el caso de los benzofluorantenos, pero
tienen el inconveniente de ser menos abundantes y mas udifíciles de ser resueltos cromatográficamente, ya que se
trata de tres isómeros de los cuales el benzo(k)fluoranteno
y el benzo (j)fluoranteno son difícilmente separables por ¡
cromatografía capilar, en tanto que mediante esta técnica
se separan fácilmente benzo(a)pireno de benzo(e)pireno. En 3
el estudio realizado por Grimmer encuentra grandes
diferencias en el cociente PAHs/benzo(e)pireno. Un ejemplo u
de este tipo de relaciones está recogido en la tabla 4.
Pueden observarse diferencias importantes como las U
obtenidas para el ciclopentano(cd)pireno que es francamente
diferente para las emisiones producidas en un túnel a causa 3
del tráfico de vehículos, de las producidas por la
combustión del carbón o del petróleo. También son ¡
significativas las diferencias obtenidas para el
benzo(ghi)perileno y coroneno ya que estos hidrocarburos ¡
están íntimamente asociados con las emisiones producidas
por los vehículos a motor.
Otros autores han tratado de determinar diferentes
Indices relativos de disminución o de degradación de ¡
hidrocarburos aromáticos policíclicos basados en
diferencias de sus concentraciones diurnas en áreas urbanas
medidas en cortos períodos de tiempo (una hora), donde se
pueden estudiar parámetros relacionados con la 1
concentración como son temperatura, radiación solar, altura
de la zona de mezclado de contaminantes, velocidad del
viento y reacciones de fotodegradación en presencia de U
oxidantes (15). 1
14 3
u
E.
TABLA 4
Relación PAHs 1 Eenzo(e)pireno
HeI.oldn PANal
Benzocflpireno
Ti-Al loo en
túneles
Área r.sldenol.fl Calderas
Oarben puelOlí 00kG
Antraceno *2 0.4 0.8 0.3
B.nzoCo)fentntreno ¡.2 0.4 0.8 0.3
BenzoCa)antraceno 1.1 1.4 1.0 1.2
Ololopentaco,d)plreno 6.3 0.02 0.4 0.4
ONseno lS 2.5 2.8 1.8
BenzoCb)fluoranteno II 1.4 1.7 1.3
SenzoCk)fluoranteno 1.0 1.2 1.6 1.0
Benzocjflluorenteno oitfoll de resolver cro*ntogrAfloamflte
BenzoCe>plreno 1.0 1.0 1.0 1.0
Benzo(e>plrsno 1.2 0.8 0.9 1.0
Perlleno 0.2 0.08 0.25 0.3
Senzocghflpe..lleno 1.8 0.7 1.0 0.8
Jndeno(1,2,3,—od>p1.eno 0.8 0.8 1.0 0.8
Coroneno 0.9 0.2 0.3 0.08
Antrantreno 0.6 0.07 0.3 0.07
Benzocb>nafto(t,l—d)
ti of eno
0.6 0.8 0.1 0,38
Sicre y cols. (16) han extraído de la bibliografía
datos para confeccionar una serie de ‘indices de fuentes
e8tablecidas y bien estudiadas y a través de los cuales es
posible acceder con facilidad a las fuentes de los
distintos PAHa (tabla 5).
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TABLA 5
correlación de PAHs con sus fuentes emisoras.
Fenantreno/
— —
Fluoranteno/ B(a)aI 8(e)p/ 2tnd(l,2,3,cd>p
Fen+Antraceno Fl+Pireno 8(a)a+c a E(e)p+E(a)p Ind(I,2,3,od)+
Tr ten lene fi(¡,h,l)per
Petróleo 0.98 0.18±0.00 0.18±0.12 0.87±0.11 —
Aceite motor 0.78 0.36±0.08 t 0.5 0.64±0.lO 0,25±0.05
usado
Emisiones 0.17±0.12 0.43±0.08 — 0.53±0.05 0.18±0.03
gasolina
Part¶culaa: — — 0.40±0.63 0,38±0.08 0.82±0.07
combs.madera
Part¶culas: — — 0.48±0.09 0.30±0.08 0.57±0.12
conbs,carbán
Combustión — 0.56±0.03 0.40±0.02 0.51±0.07 0.47±0.09
lignito
Calefacciones 0.80 0.52 0.39 z 0.48 2 0.55
urbanas:carbón
Hornos coke 0.81±0.11 051±0.08 0,43±0.05 2 0.23
Combustión — 0.58±0.02 0.43±0.04 0.43±0.06 0,52±0.05
antracita
— —
En muchos casos estos índices serán sálamente
indicativos, ya que en emisiones urbanas en las que
intervengan simultáneamente distintas fuentes, estos
indices se desplazarán dependiendo de la Intensidad de un
determinado foco de emisión.
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1.1.3. Distribución.
Como se ha indicado anteriormente, las altas
temperaturas alcanzadas en los procesos de combustión son
las precursoras de PAHe en la mayoría de las atmósferas
urbanas. Hasta principios de siglo, existía un balance
natural de producción—degradación de PAHe, con lo cual la
concentración de estos era baja (17). Con el crecimiento
industrial el balance natural se ha visto perturbado
aumentando la producción y acumulación de PAHs en el medio
ambiente, aire, agua, sedimentos, alimentos, tabaco -
Aire
La distribución de los PAHe en la
de un gran número de variables. Los PAHs
distintos tipos de aerosoles, bien de
consecuencia de las acciones humanas (18
naturales de aerosoles incluyen el polvo
viento, la brisa del mar, los fuegos
emanaciones volcánicas, los meteoritos
vegetación.
atmósfera depende
van asociados con
origen natural o
— 20). Las fuentes
arrastrado por el
forestales, las
y determinada
En dos estudios de identificación en los cuales se
combinó la cromatografía de gases y la espectrometria de
masas se obtuvieron entre otros los siguientes resultados
(21 y 22):
1- El nivel de benzo(a)pirenO en atmósferas no urbanas,
cuyo aire se supone no contaminado, escila entre 0.1 y
17
30.5 ng/m . Mientras que la concentración que resulta en
aire contaminado es de 74 ng/m3.
2. Habla una considerable variación en la concentración de
PAHs en función del lugar de toma la de muestra, el cual
es representativo de las distintas fuentes de PAHs.
3. Muestras tomadas en el mismo lugar,
de tiempo podían experimentar
concentración de PAHs en función
condiciones meteorológicas.
4. El aire
el día
las emi
en cortos per lodos
variación en la
de las distintas
en zonas urbanas estaba más contaminado durante
que durante la noche, debido a que el tráfico y
siones industriales son mayores durante el día.
5. La contaminación era más pronunciada en
invierno que en primavera y verano, debido
causas a las calefacciones y a las
meteorológicas propias de la estación.
otoflo y en
entre otras
variaciones
En general, los PAHS que más frecuentes aparecen en
la atmósfera son fluoranteno, pireno y benzo(a)pireno,
entre los más abundantes se encuentran el fluoranteno,
pireno, benzo(a)antraceno, benzofluorantenos, indeno y
benzo(ghi)perileno (23).
Por otra parte, el benzo(ghi)perileno es indicador de
emisiones de vehículos y el benzo(a)pireno Indicador de
referencia por su poder cancerígeno e indicador de fuentes
de contaminaciones domésticas e industriales <23—27).
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Agua
La distribución de los PAl-ls en los distintos tipos de
agua depende de la fuente: productos de desecho de los
petroleros, aceites de áreas de ejercicio y almacenamiento,
agua de lluvia que al llegar al suelo arrastra los PAHs del
aire y los contenidos en el suelo, y efluyentes de las
plantas Industriales.
Las aguas de suelo que permanecen sin contaminar por
las actividades humanas tienen una concentración de PAHe
cancerígenos en el intervalo de 0.001—0.10 pg/litro,
mientras que la concentración de PAHs cancerígenos en el
agua de un lago no contaminado es 10 veces superior (28 y
29).
Las distintas solubilidades de los PAHs en agua son
determinantes en el contenido de estos compuestos. As¶, los
PAHa de mayor peso molecular y menor polaridad son los más
insolubles en agua. Y por otro lado, hay que tener en
cuenta que una gran proporción de los PAHs que contienen
las aguas contaminadas son adsorbidos por las partículas
sólidos suspendidas en éstas.
Sedimentos
La acumulación de PAHs en las partículas de sedimentos
se origina mediante dos procesos. Los PAHs más insolubles
en agua tienen tendencia a precipitar en las partículas de
sedimentos o a ser adsorbidos en partículas sólidas
suspendidas que son eventualmente incorporadas en los
19
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sedimentos -
En unos estudios realizados en un río de Nueva 1
Inglaterra (30) el más soluble de los PAHs, el naftaleno,
fué encontrado sólo en el agua. Aquellos PAHs de
solubilidad intermedia, como antracenos y fenantrenos,
fueron encontrados en agua y sedimentos. Mientras que 3
aquellos de baja solubilidad, como los de peso molecular
en torno a 228, fueron encontrados sólo en los sedimentos.
Recientemente se han descubierto mezclas uextremadamente complejas de PAHs en sedimentos (30—32)-
La estabilidad de los PAHs en los sedimentos es mayor
que en el aire o en el agua. La vida media de los PAHs
sometidos a la radiación solar puede ser de horas a días
(18, 28 y 33—35). Mientras que los PAHs incorporados a los
sedimentos tienen una degradación más lenta,
También hay que tener en cuenta que la bioacumulación uo biodegradación de los PAHs por ciertos organismos puede
cambiar la distribución de los PAHs en los sedimentos con
el tiempo (36—38). ¡
Por otra parte se ha observado que las mezclas de PAHs
en la corteza terrestre varían de tener uno o dos
componentes a ser mezclas multicomponentes Las mezclas
simples pueden encontrarse en asbestos, ciertos minerales,
arcillas recientes y lodos de carbonatos (39—44). Mezclas 1
más complejas pueden encontrarse en rocas sedimentarias
antiguas y fósiles (45—47).
u
u
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Alimentos
Las fuentes de contaminación de alimentos por los PAHs
son muchas y variadas. Humos, suelos contaminados,
contaminación del aire y del agua, aditivos, procesos a los
que se someten los alimentos, cocinado y fuentes endógenas,
todos ellos contribuyen a la concentración de los PAl-ls en
diferentes al imentos.
La contaminación de frutas y vegetales foliáceos con
PAHs ocurre por depósito a partir de la atruástera, suelo
y agua contaminados en las zonas industriales,
Algunas investigaciones muestran que en los procesos
de elaboración, tales como fritura, asado, tostado y
ahumado de carnes y pescados, producen altos niveles de
benzo(a)pireno (48 y 49).
Tabaco
Componentes comunes
importantes precursores de
de la hoja
los PAHs (50
La distribución de los PAHs en el humo
depende de varios factores, como son: el tipo
la humedad, el tipo de papel que envuelve al
la permeabilidad de éste, el tipo de fi
temperatura en el proceso de combustión. Exist
sobre los efectos de dichas variables,
determinaciones de los
En recientes estudios
PAHa en
se han
del tabaco
de tabaco,
cigarrillo,
ltro y la
en estudios
así como
el humo del tabaco (52—54).
llegado a Identificar hasta
del
y 51).
tabaco son
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150 PAHs diferentes (55—57).
1.1.4. Propiedades físicas y químicas.
Las propiedades físicas y químicas de los PAHa varian
en general de un modo regular con el peso molecular. La
capacidad para sufrir reacciones redox aumenta con el peso
molecular, mientras que la solubilidadcn aguay la presión
de vapor disminuyen exponencialrnente al aumentar el peso
molecular.
1.1.4.1. solubilidad en agua, adsorclónyúolatilidad
Dentro de las propiedades
encuentran la solubilidad en agua
de ellas aunque indirectamente se
Solubilidad en agua
Tomando como base esta
en dos grupos:
físicas de los PAHs se
adsorción y volatilidad,
ha hablado anteriormente.
propiedad, los PAHs se dividen
a.) Los de bajo peso molecular con tan sólo 2 ó 3
anillos aromáticos. Son relativamente solubles, volátiles
y relativamente tóxicos para los organismos acuáticos.
b.) Los de elevado peso molecular que tienen
7 anillos aromáticos. Son más insolubles, tóxicos y
de 4 a
pueden
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llegar a originar un proceso cancerígeno.
Adsorción
Puesto que los PAHs presentan baja solubilidad en agua
e Igualmente baja presión de vapor, son adsorbidos
fácilmente.
Con respecto a esta propiedad y a la anterior, cabe
señalar la adsorción sobre las partículas acuáticas. Si en
un medio acuático existe una baja concentración de PAl-ls,
lo que en verdad se está reflejando es una relación de
partición desfavorable en la fase acuosa ya que en las
partículas acuáticas el contenido de estos PAHe es varios
órdenes de magnitud superior. Relacionado con este último
aspecto se ha comprobado que en los sedimentos de río se
recupera aproximadamente el 50% del benzo(a)pireflO y de
otros PAHs de elevados pesos moleculares.
Volatilidad
La volatilización de los PAHs disminuye al hacerlo
también la presión de vapor.
Los PAHs con 4 ó más anillos tienen una volatilización
insignificante, pero los de menor numero de anillos sufren
una evaporación sustancial. Este último hecho resulta de
vital Importancia para el transporte de estos PAHs.
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1.1.4.2. Fotodegradación
Está ampliamente demostrado por la
científica que los compuestos orgánicos pol
presentes en los aerosoles son susceptibles
transformaciones fotoquímicas en presencia de 1
(58).
comun i dad
1 nucleares
de sufrir
a luz solar
Para corroborar estas afirmaciones se han desarrollado
estudios de laboratorio en atmósferas artificiales
partiendo de mezclas sintéticas de compuestos orgánicos o
procedentes de partículas de holl¶n de combustiones de
diferentes procedencias, gas—olla, madera, etc. Estas
mezclas han sido sometidas a la acción de la radiación
ultravioleta de lámparas de mercurio y xenón. El tipo de
substrato tiene una gran influencia en la velocidad de
degradación, ya que se ha comprobado que PAHS asociados con
partículas cuyo contenido carbonoso es superior al 20%
ofrecen una degradación media entre 125—263 horas, mientras
que para PAHs depositados sobre alúmina o gel de sílice la
velocidad de degradación oscila entre 0.4 y 156 horas (59—
61).
La radiación solar en presencia de 021 0~ y
contaminantes como, NON, ~~2’ nitratos de peroxiacilo (PAN)
y otros, pueden interaccionar con los PAHs por ejemplo para
formar productos más polares como son nitro—PAH y oxi—PAH
considerados mutágenos de alto potencial (62—64).
En experimentos desarrollados en
comprobado que algunos PAHs, así
sustituidos, pueden ser transformados
atmósferas artificiales por reacción
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el laboratorio se ha
como algunos PAHs
en nitroderivados en
con el NO2 y el HNO3
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(65).
La transformación de PAHs en nitroderivados también
tiene lugar por medio de radicales. El radical que
interviene en estas reacciones es fundamentalmente el NO3,
originado en presencia de ozono (68).
Pitts, Zielinska y cole. (67—70), de la Universidad
de California, han estudiado las reacciones de los PAHe con
diferentes radicales nitrogenados, tanto en atmósferas
artificiales como reales, y la caracterización de nuevos
nitroderivados de los PAHa.
Por otra parte se ha comprobado que los PAHs pueden
degradarse por ozonolisis. En estudios realizados con ozono
se ha observado que la vida media del benzo(a>pireno y del
antraceno es relativamente corta, para el benzoCe)pireno
y pireno intermedia, para los benzofluorantenos más larga,
es decir, de 12 minutos para el antraceno y de 70 minutos
para los benzofluorantenos. El benzo(a) pireno sometido
a este tratamiento produce las 1,0; 612 y 3,6 quinonas
derivadas del benzo(a)pireno. Estos compuestos obtenidos
en laboratorio también se han detectado en la atmósfera de
Alemania, Escandinavia y Toronto (71 y 72).
La temperatura es un factor importante en la
degradación de PAHs asociados a las partículas. Kamens y
cols (73) observaron este tipo de degradación encontrando
que a 20
0C existe una disminución apreciable de PAHa cuya
desaparición fue estimada entre 30 y 60 minutos; por el
contrario, a 000 la estabilidad puede extenderse a varias
horas e incluso días.
Durante el periodo invernal en que la atmósfera suele
25
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encontrarse a temperaturas basas, y la inclinación solar
es mayor hace posible que exista mayor permanencia de los E
PAHs en la atmósfera.
En climas moderados como es nuestro caso, donde los
inviernos son suaves, los PAHe pueden sufrir diferentes
tipos de degradaciones dependiendo de la temperatura y de
la radiación solar.
En consecuencia, la fotodegradación de los PAHs 1
adsorbidos, depende entre otros factores de la u
concentración de oxigeno y ozono (el tiempo de vida media
disminuye al aumentar las concentraciones de oxigeno y
ozono), de la temperatura (aumenta exponencialmente con ¡
esta) y de la existencia de la radiación solar (74).
1
1.1.5. Actividad cancerígena de los PAHa
Los primeros estudios sobre la composición química de E
los productos de la combustión se llevaron a cabo hace ya
varias décadas, desde entonces muchos PAHs han sido
aislados e Identificadas sus estructuras. Subsiguientes
pruebas biológicas de estos compuestos aislados han llevado ¡
a la evidencia de su poder cancerígeno.
La actividad cancerígena de cada uno de estos u
compuestos depende de su estructura molecular, así por u
ejemplo, existen cinco isómeros estructurales para la serie
de cuatro anillos con peso molecular 228 figura 2. De estos
cinco compuestos el benzo(a)antracenO CI), criseno (II),
benzo(c)fenantreno (III), presentan actividad cancerígena
mientras que el trifenileno (IV) y el naftaceno CV) no la ¡
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poseen.
FIGURA 2: Isómeros estructurales para
anillos con peso molecular
la
228
serie de cuatro
La localización de un grupo alquilo en la molécula de
los PAHs puede jugar también un papel esencial en su
actividad ya que tal sustitución puede alterar la
distribución electrónica dentro de la molécula y pueden
originar un efecto, activador o bien desactivador.
No se conoce realmente
cancerOsO una vez que los
como Be inicia el proceso
PAHs se encuentran en el
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organismo. Las investigaciones se han dirigido hacia las
interacciones que tienen lugar entre los constituyentes ¡celulares y los PAl-fa. Estudios in vivo e in vitro han
puesto de manifiesto que estos compuestos se unen al ADN,
ARN y a las proteínas. Debido a la elevada densidad 3
electrónica de los PAHs, existe la posibilidad de formación
de enlaces covalentes entre estos compuestos y las fi
biomoléculas. Para que estas uniones se lleven a cabo, es
necesario que previamente tenga lugar una transformación, u
es decir en el caso concreto del benzo<a)pireno sea
metabolizado a su homólogo 7,8 diol—9,1O epóxido. u
Los microorganismos presentes en los suelos, aguas
residuales, agua de mar, atmósfera, etc., son capaces de ¡
degradar los PAHs. Estas reacciones imblican la
introducción de dos grupos hidróxilos en los núcleos
aromáticos a traves de un hidrodiol (75). Los grupos
hidróxilos pueden entrar en posición orto o para según sea 1
la posterior escisión enzimática. Las bacterias producen
un intermedio cis—dihidrodiol, mientras que los mamíferos Eproducen el isómero trans por un óxido de areno intermedio,
este último areno es el responsable de que los PAHs tengan
propiedades mutagénicas y cancerígenas. 3
Según Dipple y col. la actividad metábol ica se realiza U
mediante el citocromo P450 y por una epóxido—hidrolasa. El
esquema para el benzo(a)pireno es el siguiente <figura 3)
(76):
¡
u
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FIGURA 3: ActIvidad metabólica del benzo(a)pirSflO
El último producto en esta secuencia de reacciones es
el que reacciona con el ADN, ARN y proteínas. Esta reacci6n
con el ADN es la más Importante en el desarrollo del
proceso cancerígeno.
Los PAHs de bajo peso molecular son degradados
completamente a CO2 y H20. Por el contrario los PAHs de
elevado peso molecular originan distintas formas fenólloas.
Los mamíferos poseen un sistema enzimático, denominado
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por las siglas MFO (Mixied Function Osygenase), que se
encuentra en el hígado, este sistema enzimático es el a
encargado de metabolizar a varios compuestos orgánicos,
incluyendo entre éstos a los PAHs. El MEO actúa como un 1
sistema transportador de electrones en presencia de NADPH
(Nicotinamida Adenin Dinucleotido Fosfato). u
Según Ames, los PAHs no exhiben una mutagenicidad
directa (son inactivos) y solamente presentan esta u
caracteristica cuando son activados por vía enzimática
(77). ¡
Para detectar la mutagenicidad de tóxicos como los que
se encuentran en la materia particulada orgánica, existen 3
más de 100 tipos de bioensayos a corto plazo, utilizándose
desde células de bacterias hasta células humanas. 3
Uno de los más empleados es el test de B.Ames, que
emplea la bacteria Salmonella typhimurium, que constituye
un ensayo rápido (aproximadamente tres días) y barato para
detectar mutaciones,
Por medio de este método se han ensayado gran cantidad 3
de compuestos químicos y se han catalogado sus actividades
mutagénicas en el Environmental Mut.agen Center (EMIC) (78). ¡
Grimmer (79) ha estudiado la actividad biológica de ulos extractos procedentes de gases de escape de automóviles
separándolos en tres fracciones: la primera constituida por E
alcanos fundamentalmente y libre de compuestos aromáticos,
representa un porcentaje del 82.8% del total; la segunda
fracción, integrada por compuestos aromáticos con menos de
tres anillos, representa un 13%; y la tercera con
compuestos aromáticos de tres anillos en adelante, sólo ¡
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contiene el 3.5% del total del porcentaje. Se ha obtenido
que la fracción aromática con mayor número de anillos
condensados presenta una actividad mutágena del 60% siendo
menor del 10% la fracción libre de compuestos aromáticos;
la fracción correspondiente a compuestos con dos o tres
anillos sólo tiene una actividad menor del 5%.
En extractos procedentes de los motores diesel la
fracción de PAHs también debe su actividad biológica a
derivados oxigenados, especialmente los nitroderivados,
estimándose que estos presentan entre el 20 — 50% de la
actividad mutagénica total de los extractos de diesel cuyo
porcentaje de masa solo es del 0.01.
El poder cancerígeno de los PAHs ha sido observado
principalmente en los compuestos tri, tetra, penta y
hexaciclicos, entre los PAHs que tienen más de seis
anillos, solo se ha encontrado poder cancerígeno en unos
pocos. Los motivos de esta limitación en los PAHe de mayor
número de anillos no están claros aunque se cree que su
escasa solubilidad pueda ser una de las causas.
En la tabla 6 viene indicada la actividad carcinógena
y la estructura correspondiente a los PAHs objeto de
estudio en esta Memoria, los cuales son considerados por
la EPA contaminantes prioritarios.
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1.1.5.1. Efectos sobre los seres vivos
Una vez expuesta la toxicidad
presentan los PAHs, se procede a ver
tóxicos de estos compuestos sobre
vivos.
a nivel general, que
los distintos efectos
distintos organismos
¡
Plantas acuáticas U
La toxicidad de los PAHs en las plantas
muy variable, depende de las especies, del t
de la concentración y de las condiciones
ambiente. La exposición de las algas a los PAl-ls
pérdida rápida de clorofila y cambios en la
mineral (la cantidad en manganeso y potasio
También puede originar una disminución de las
un aumento de los carbohidratos y lípidos.
acuáticas es
ipo de PAHs,
del medio
origina una
composición
disminuye) -
proteínas y
En general
provocando una
medio acuático.
todos estos cambias
mortandad elevada entre
(80).
pueden mf
las plantas
Invertebrados
El efecto sobre los invertebrados es muy parecido al
de las plantas acuáticas. Se han realizado estudios sobre
los efectos que produce la intoxicación crónica de los
Invertebrados. Como datos de este estudio se desprende que
los síntomas son: reducción del crecimiento, disminución
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de la fecundidad, desórdenes en el comportamiento, aumento
de leucocitos y aparición de divertículos en el estómago
e intestino, (81).
Peces
La exposición prolongada a los PAHs produce en los
peces una reducción en el crecimiento y en la fecundidad.
Incluso pueden producir alteraciones mayores como la
aparición de tumores, lesiones renales, escoliosis, daPios
en las branquias y una disminución de hemoglobina y
proteínas.
También se ha comprobado que las larvas son, en
general, mucho más susceptibles a los PAHs que las especies
adultas (82).
Mamíferos
Estudios realizados en animales de experimentación han
demostrado que el efecto que ejercen los PAHs sobre los
mamíferos es similar al que producen sobre el hombre ya que
tanto las vías de penetración de los PAHs en el organismo
como su metabolismo son semejantes (78).
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1.1.5.2. Efectos sobre el hombre 1
u
Los PAHs y sus derivados sustituidos son muy solubles
en los lípidos y normalmente estos compuestos se encuentran
en el tejido adiposo e higado. 1
La vía primaria para la eliminación de los PAHs
cancerígenos es a través de los sistemas hepático y
gastrointestinal. Por otro lado los PAHs que no son
cancerígenos son eliminados en la orina, 3
El tiempo de vida media en las personas es muy variable a
y es función fundamentalmente de la naturaleza del
hidrocarburo en cuestión. íntimamente relacionado con este
último aspecto está el poder cancerígeno de cada compuesto, ¡
ya que guarda una proporción directa con su tiempo de vida
media. ¡
El riesgo de los PAHe en el hombre proviene por vía ¡
inhalaclón o por ingestión de alimentos. Puesto que la
absorción de estos compuestos en la mucosa estomacal y
tracto intestinal parece ser más bien baja, la aspiración 3
de estos compuestos juega un papel decisivo de riesgo. Los
PAHs llegan al tracto respiratorio en el hombre como fi
aerosoles, siendo separados de las finísimas partículas y
metabolizados. Según estudios realizados, una persona que u
vive en una atmósfera con un contenido de 10 mg/cm3 de
benzo(a)pireno, inhala alrededor de 3 mg. de benzo(a)pireno u
a lo largo de 60 aPios.
El riesgo se incrementa en personas fumadoras. En el
apartado anterior se ha hablado de las diferentes fuentes
de emisión de los PAHs entre los que se encontraba el humo ¡
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del tabaco. En estudios realizados se ha demostrado que el
humo del tabaco puede contener del orden de 20 a 50 ng de
benzo(a)pireno por cigarrillo (83).
Por otra parte la existencia de compuestos químicos que
podrían Inducir a enfermedades profesionales ya fueron
observados por Percival Pott en 1776; observó que existía
una correlación de la aparición de cáncer de escroto en los
trabajadores dedicados a la limpieza de chimeneas.
Consideró que podr lan existir en el hollín de las chimeneas
determinados compuestos químicos capaces de inducir este
tipo de enfermedad, dándose además la circunstancia de que
malas prácticas higiénicas propiciaban la permanencia de
las partículas de hollín sobre la piel de los trabajadores.
Así mismo se han descrito numerosos estudios de
enfermedades de piel en trabajadores potencialmente
expuestos a estos compuestos en industrias relacionadas con
el petróleo y el carbón.
Dado el extraordinario interés de los estudios de
carcinogénesis de las emisiones diesel, se han desarrollado
estudios epidemiológicos sobre trabajadores expuestos a la
inhalación de humos de este tipo. Los grupos ocupacionales
más estudiados han sido los conductores de transporte
londinense, los trabajadores del ferrocarril de Estados
Unidos y Canadá, y los conductores de taxis y camiones de
Londres y otras ciudades.
Teniendo en cuenta los datos de las concentraciones de
benzo(a)pirOnO, PAHs cancerígenos y total de PAHs, en el
aire de la ciudad de los Angeles, se admite que la
población humana puede estar expuesta a 0.5, 2.0 y 10.9
ng/ru3 respectivamente, y teniendo en cuenta que la
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cantidad de aire inhalado por el hombre a diario se estima U
entre 15 y 23 metros cúbicos, la ‘ingesta diaria para este 1tipo de compuestos correspondería a 0.005 — 0.0115 iig/dla
de benzo(a)pireno, 0.03 — 0.046 pg/dla para PAHs
cancerígenos y 0.165 — 0.251 pg/dia para el total de los fi
PAHs. Estos datos corresponden a las estimaciones de las
medias anuales en la ciudad de Los Angeles (84). 3
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1.2. TOMA DE MUESTRA. EXTRACCIÓN Y PURIFICACI6N DEL
EXTRACTO (AIRE. HUMO DE TABACO Y AGUA
)
1.2.1. Toma de muestra
1.2.1.1. Consideraciones generales
La calidad de un análisis está altamente condicionada
por las diferentes etapas a seguir en el muestreo y
preparación de la muestra, de aquí que todo programa de
investigación considere como primer objetivo, el desarrollo
de la metodología para un muestreo real y efectivo que
pueda conducir a un análisis adecuado y preciso. Muchos de
los problemas de la toma de muestra revisten
características peculiares según el aspecto particular del
medio ambiente que se estudie, o bien de la naturaleza de
la muestra que se pretende estudiar.
Otros factores a tener en cuenta son la heterogeneidad
de la composición de la muestra y periodo de recogida de
la misma. Debido a esto un programa de muestreo para
estudios medio ambientales, aire, agua, debe tener en
cuenta los ciclos de actividad con objeto de identificar
variaciones periódicas y establecer diferencias entre
valores máximos y valores medios.
Por último,>’ como consideración de suma importancia
se puede indicar que la naturaleza química de los
contaminantes a muestrear y las propiedades físico—químicas
de los mismos son condicionantes básicos para hacer una
correcta elección del método de muestreo-
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1.2.1.2. Puntos de muestreo 3
u
Los puntos de muestreo tienen distintos parámetros
dependiendo del tipo de muestra a tomar. Teniendo en cuenta 3
el tipo de muestras que se analizan en el presente trabajo
de investigación, a continuación se detallan algunos de los 3
aspectos a considerar cuando se trata de muestras de aire,
tabaco y agua. 3
Aire ¡
u
Es importante definir el lugar más apropiádo para el
muestreo, así como la situación y número de puntos del 3
mismo. Entra así mismo dentro de estos criterios la
frecuencia y duración de la toma de muestra siendo ambos u
factores casi totalmente dependientes del objetivo que se
persigue, de la naturaleza de los contaminantes y de los ¡
tipos de fuentes de emisión. No existe sin embargo ninguna
normativa patrón de regulación de estos criterios ya que
son función del objetivo especifico que se pretende ¡
conseguir, aunque se han establecido algunas reglas
generales de procedimiento en lo que se refiere a los ¡
parámetros meteorológicos: estabilidad atmosférica,
velocidad y dirección del viento, precipitación, u
temperatura, humedad, radiación solar,... (85—90 y 62—84).
La duración de la toma de muestra está establecida en 5
períodos de 24 horas reduciéndose de 6 a 8 horas para
períodos de alta contaminación. El caudal puede variar 3
entre 18 y 90 vn3 de aire/ hora, como consecuencia de los
bajos niveles de concentración de PAHs existentes y a la ¡
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limitada sensibilidad analítica.
Se pueden fijar períodos continuos de muestreo, pero
debido a su elevado coste y a las estrechas diferencias de
niveles que se obtienen en similares épocas del aPio, la
frecuencia se puede reducir a una muestra semanal que puede
tomarse haciendo rotativo el día de la semana elegido de
una semana a la siguiente.
El captador se situará a 2 metros como mínimo del
suelo y alejado de edificaciones, (91 y 92), si las
hubiera, el punto más alto de las mismas deberá formar un
ángulo con el captador menor de 300 (93).
Cuando se quieran establecer redes de vigilancia en
las que sea necesaria una mayor densidad de equipos habrá
que establecer métodos estadísticos basados en modelos de
difusión y datos meteorológicos de la zona en estudio (94—
97). Así mismo se tendrá cuidado de no situar dos equipos
muy próximos para evitar que el aire ya filtrado por el
primero sea captado por el segundo (98).
Tabaco
Para la toma de muestra del tabaco existe una
normativa patrón de regulación. Se recomienda realizar la
toma de muestra normalmente en cada producción de tabaco
con el fin de llevar a cabo un análisis de control y así
poder ser apto para su venta en el mercado . Para ello, de
una marca determinada, se recogen distintos cigarrillos a
lo largo de la producción diaria. Por otra parte,
dependiendo del tipo de componentes que se vayan a
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determinar se elige el número de cigarrillos necesarios. 3
Una vez que la muestra se encuentra en el laboratorio, U
se lleva a un recinto provisto de una serie de
compartimentos especiales y aireados, de manera que el 3
tabaco mantenga el grado de humedad necesario; además el
recinto debe disponer de un climatizador para el control 3
de la temperatura que debe ser ésta de 22±20C(99).
u
Agua 3
El método establecido para la toma de muestra es común 3
a todos los tipos de muestreo de agua, cualquiera que sea
su procedencia, ya sea de manantiales, pozos, ríos, lagos, ¡
redes de distribución de agua, depósitos, ...
Depen¿iendo de la procedencia de la muestra, así como 3
del tipo de análisis que se vaya a realizar, los puntos de umuestreo se fijarán, bien sobre la superficie del agua o
bien a diferentes niveles de profundidad.
Por otra parte, la frecuencia de muestreo también va
a depender de la procedencia de la muestra, pudiendo variar 3
desde varias tomas de muestra a lo largo del día hasta ser
reducida a una toma de muestra por semana. ¡
Se pueden definir tres tipos de muestras: g
— Muestras simples; son aquellas tomadas en un tiempo
y lugar determinado para su análisis individual. 3
— Muestras compuestas; son las obtenidas por mezcla ¡
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y homogeneización de muestras simples recogidas
en el mismo punto y en diferentes tiempos.
— Muestras integradas; son las obtenidas por mezclas
de muestras simples recogidas en puntos diferentes
y simultáneamente (100).
1.2.1.3. Equipo necesario para la toma de muestra
Aire
Entre los sistemas de captación de partículas de aire
se encuentran los equipos de captación por impactación y
por filtración, siendo éste el más utilizado.
El sistema de captación por impactación o choque está
basado en la interposición de una placa en el flujo de
aire, siendo tanto mayor el impacto cuanto mayor sea el
tamaFio de la partícula. La eficacia del método es función
directa del diámetro, y densidad de la partícula así como
de la velocidad del flujo del aire. Actualmente se emplean
impactadores con varias placas con el fin de conseguir una
distribución de partículas por tamai’ios (101).
La mayor utilidad y eficacia analítica la presentan
este tipo de captadores cuando se asocian con muestreadores
por filtración de gran caudal.
El sistema de muestreo por filtración consiste en el
paso de una corriente de aire a través de un filtro,
produciéndose la captación de partículas según diferentes
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mecanismos físicos tales como impactación, Intercepción, E
atracción electrostática o sedimentación.
En este sistema de captación la eficacia es función
del tamaPio de partícula, del caudal y de las posibles
reacciones que se puedan producir en la superficie del
filtro. 3
Dependiendo del caudal que pasa a través del captador, ulos muestreadores pueden ser de bajo volumen, cuando el
caudal es de 2 m3124 h, volumen medio, entre 0.5 — 2 1
y alto volumen para caudales superiores a 20 m3/h.
Este último es el más utilizado tanto en trabajos de
rutina como en estudios de investigación química del
aerosol. Se conoce bajo la denominación de muestreador de ¡
alto volumen y se considera como equipo de gran utilidad
en el control ambiental. La EPA lo ha designado como ¡
sistema de captación de partículas en suspensión en el aire
(102).
Captador de partfoulas convencional 3
¡
El captador de partículas convencional es un equipo
de alto volumen que no separa perfectamente las partículas ufinas de las gruesas. El punto de corte es superior a 15
nm. Consta de tres partes fundamentales: soporte o cabezal E
para el filtro, sistema de aspiración y sistema de control
de caudal o corriente de aire. u
El cabezal suele tener forma de tejadillo con el fin
de proteger el filtro del viento y de la lluvia. En su base .3
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se sitúa una rejilla metálica para evitar la ruptura del
filtro por la aspiración durante la toma de muestra. El
disePio del cabezal deberá ser capaz de proporcionar un
régimen laminar y uniforme de caudal.
En la figura 4 se indica uno de los captadores de alto
volumen más utilizado.
FIGURA 4: captador de particulas MCV.
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uLos filtros representan el medio
caracterizar la materia particulada en el
en general una serie de ventajas respecto
de captación como es su facilidad
admitir grandes volúmenes de aire,
variedad de tipos y tamafios e incluso
flujo lineal con sólo cambiar el fil
volumen de aire muestreado (103).
Se puede operar
temperatura, humedad
simplemente eligiendo
u
uprimordial de
aire, presentan
a otros medios
de manejo, el poder
existir una gran
se puede mantener el
tro variando asi el
en diferentes condiciones de
y cantidad de materia a filtrar,
el tipo de filtro más apropiado.
Los mecanismos mediante los cuales las partículas
quedan atrapadas en estos medios filtrantes se basan
fundamentalmente en fenómenos tales como: impactación,
intercepción directa, difusión o en fuerzas tanto
electrostáticas como gravitacionales (104).
En la bibliografía existen numerosos estudios
experimentales realizados con gran variedad de filtros,
entre los que se encuentran los de fibra de celulosa, de
vidrio, de cuarzo, de fibras mezcladas y de membrana.
1
1
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Humo de tabaco
Máquina fumadora
u
u
u
3Debido al desarrollo tecnológico de los últimos afios,
existen actualmente máquinas fumadoras que poseen los
requisitos necesarios y fundamentales para poder llevar a
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cabo un análisis de control en el tabaco. Estas máquinas
se caracterizan por tener una buena reproducibilidad en
cuanto a los compuestos generados en la combustión de los
cigarrillos y por otra parte, poseen una capacidad
para fumar prácticamente igual a la de una persona
fumadora.
El funcionamiento de estas máquinas fumadoras está
basado en un mecanismo de aspiración análogo al que poseen
los pulmones humanos, quedando atrapado el humo en
sistemas filtrantes de iguales características a 105
utilizados en las muestras de aire.
Existen actualmente dos tipos de máquinas fumadoras
que cumplen la Norma 150 3308 (99). En la figura 5 se
muestra una de ellas.
Consta de 8 canales alineados lo que le permite fumar
8 cigarrillos simultáneamente. De esta manera se consiguen
8 muestras, obtenidas en las mismas condiciones, lo que
conlíeva a un aumento en la reproducibilidad.
Por otra parte, teniendo en cuenta que la máquina fuma
bajo unas condiciones controladas, aumenta notablemente la
repetitividad en las muestras aunque éstas hayan sido
tomadas en diferentes días.
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FIGURA 5: Máquina fumadora de 8 canales alineados
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Agua
Los equipos o aparatos que se utilizan para la toma
de muestra de agua dependen de la procedencia de la
muestra, de las condiciones físicas del lugar del muestreo,
así como del tipo de análisis y parámetros fisicos a
determinar. Estos equipos están establecidos y se enumeran
a continuación:
— Directamente mediante la botella o recipiente
se vaya a enviar al laboratorio o que se utí
para las determinaciones in aitu.
— Equipos de toma de muestras representadas en
figuras 6 y 7 o similares.
— Bombas peristálticas.
— Equipos automáticos.
que
liza
las
El objetivo fundamental
porción de agua tomada sea
toma de muestras, de hecho
de situaciones diferentes,
sea posible se fijarán
condiciones más apropiadas
de los análisis de control
consiste en conseguir que la
representativa y dado que la
presenta una enorme variedad
en todos aquellos casos en que
para cada uno de ellos las
en función de las necesidades
que se vayan a realizar.
En fuentes, redes de distribución, pozos dotados de
bomba de extracción y casos similares será necesario dejar
fluir el agua durante el periodo de tiempo que se estime
conveniente para conseguir que la muestra sea
verdaderamente representativa.
En ríos, embalses,..., será preciso
diversos factores, tales como profundidad,
considerar
caudal de
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ucorriente, distancia a la orilla,..., recomendándose en
estos casos la obtención de muestras integradas y de no ser
uposible se tomará una muestra simple en el centro de la
corriente o varias muestras simples en los lugares más
apropiados de la masa de agua. U
Por otra parte, siempre que sea posible, el recipiente
debe enjuagarse con el agua objeto del muestreo.
El equipo especificado en la figura 6 se utiliza para
toma de muestras en grifos de redes de distribución,
Ucanales de riego, fuentes, arroyos de poca profundidad,
pozos dotados de bomba de extracción y casos similares.
En ríos, embalses, pozos sin bomba de extracción,
grandes depósitos de almacenamiento y casos similares se ¡
utiliza el equipo especificado en la figura 7, siempre que
la profundidad no exceda de 30 metros.
Si la profundidad es superior a 30 metros, se utilizan u
bombas peristálticas que llevan acoplado un tubo de una
longitud determinada, dependiendo de la profundidad a que
se encuentre el punto de muestreo. ¡
Los equipos automáticos se utilizan en aquellos casos 3
especiales donde no pueden establecerse normas fijas debido
a la amplia gama de posibilidades de trabajo, tales como
toma de porciones en función del tiempo, del caudal
circulante, de las características de la muestra,
Ualmacenamiento en un único o múltiples recipientes, con
refrigeración, con adición de reactivos,...
u
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FIGURAS 6 y 7: Muestreadores de agua
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1.2.2. Preparación de la muestra
1.2.2.1. Extracción
Todo proceso de muestreo requiere posteriormente, como
paso obligado la recuperaci6n de las sustancias muestreadas
y la eliminación por tanto de aquellas otras que
interfieren o simplemente no son necesarias por ser de
naturaleza distinta a las que se ocupa la determinación
objeto de estudio.
La elección del proceso de extracción depende en gran
parte del
la matriz
utilizado
no ocurre
comp leta -
sobre la
extraídos
contaminan
desorc i ón
insoluble
tipo de muestra a analizar. Es sabido que cuande
de la muestra es soluble en el disolvente
no se presentan problemas importantes,perO cuando
así, puede suceder que la separación no sea
Por ejemplo, los PAHs pueden quedar adsorbidos
supeficie de determinadas partículas sin ser
totalmente. La extracción de este tipo de
tes va a depender del equilibrio de adsorción-
que se establezca entre la matriz o residuo
y el disolvente.
Agentes extractantes
Se han estudiado a lo largo de
un gran número de disolventes que
para el correcto aislamiento de los
de muestras de distinta complejidad;
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pueden ser utilizados
compuestos orgánicos
si , no para cada una
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de las sustancias químicas presentes, si, al menos para
aquellas que por sus características químicas afines,
puedan ser extraídas conjuntamente.
A fin de conseguir una extracción eficaz de los
componentes que constituyen una muestra tan compleja como
puede ser el aerosol atmosférico, se han realizado estudios
basados en el empleo de diferentes disolventes en este
campo, tratando de utilizar aquéllos que reúnan unas
características tales, que puedan ser capaces de extraer
cuantitativamente los compuestos orgánicos que interesan.
En orden de aplicación, quizá sea el benceno el agente
extractante más utilizado en el estudio de partículas
atmosféricas, partículas procedentes de motores diesel,
cenizas procedentes de chimeneas, para solubilizar los
compuestos poliaromáticos que contienen. Su utilización se
ha reflejado en la bibliograf la en numerosas publicaciones
durante un amplio periodo de tiempo.
En los estudios de eficacia de extracción con este
disolvente para el caso de los PAHs, se han obtenido
resultados superiores al 95% (105 y 108).
Debido a su toxicidad, pues se ha demostrado que los
vapores por inhalación pueden inducir a la leucemia (107),
su empleo ha disminuido considerablemente.
Algunos hidrocarburos aromáticos de tipo tolueno y
xileno han sido también utilizados como agentes
extractantes, por considerarlos menos tóxicos que el
benceno. Tanto el tolueno como el benceno han sido
desplazados por otros disolventes como el ciclohexano (108—
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110) por ser menos tóxico que éstos y porque además, al no
presentar absorción en la región del ultravioleta, permite u
el uso de métodos de detección espectroscópicos.
El ciclohexano se ha empleado extensamente en la 3
extracción de parafinas, PARe y otros compuestos aromáticos
de naturaleza neutra con similares recuperaciones que las
proporcionadas por el benceno, aunque de menor eficacia
cuando se trata de matrices complejas en las que los u
compuestos aromáticos se encuentran fuertemente adsorbidos.
El empleo del diclorometano se ha impuesto sobre otros
disolventes debido a su baje punto de ebullición, sin
necesidad de someter las muestras a temperaturas elevadas
que podían conducir a pérdidas por evaporación
considerables. Es un disolvente capaz de extraer también
compuestos semipolares y no polares sustituyendo por lo
tanto eficazmente al benceno (111).
El metanol es un disolvente de gran poder de uextracción y puede emplearse sólo o mezclado con otros
disolventes menos polares. Su eficacia de extracción es del
orden de 1.25 veces mayor que la del benceno (112) y de
1.61—1.69 más que la del ciclohexano (112 y 113). Puede
extraer compuestos tales como sales y ésteres (114) e
incluso sales inorgánicas. No obstante, el empleo del
metanol lleva asociados complicados procesos de upurificación posteriores.
Algunos autores han ensayado mezclas binarias con U
disolventes tales como: benceno—metanol (115>,
diclorometano—metanol (16) o ciclohexano—diclorometano 3
(116) en un solo proceso con el fin de extraer la mayor
parte de los componentes presentes en una muestra compleja 3
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como puede ser el aerosol atmosférico.
Metodología de extracción
Existen varias técnicas de extracción para los
compuestos orgánicos ambientales entre las que destacan:
a) Subí imación a vacio
b) Extracción mediante dispositivo soxhlet
c) Extracción mediante baPio de ultrasonidos
d) Extracción mediante fluidos supercrlticos
a) Sublimación a vacío
El equipo consiste en un dispositivo de vidrio de
forma esférica por el que circula agua a una temperatura
de 5 — 1000 y que posee una superficie de contacto de
alrededor de 1600 mm2. Este dispositivo se introduce en un
tubo de vidrio en el que es posible realizar vac¶o, y en
cuyo fondo se depos ita la muestra. El conjunto se introduce
en un horno a 30000, reduciéndose simultáneamente la
presión a 0.1 torr durante un tiempo variable (de 15
minutos hasta 96 horas>, lo que provoca la subí imación de
la muestra que se deposita sobre la superficie esférica
fría (117).
El procedimiento de sublimación a vacio presenta la
ventaja de no contaminar la muestra con la presencia de
disolventes como agentes externos a ella. Necesita no
obstante instrumentación de precisión y las recuperaciones
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para compuestos aromáticos semipesados son bajas.
procedimiento no obstante útil para la extracción
determinado tipo de PAHs.
Es
de
un
un
Los procedimientos de extracción más utilizados según
datos bibliográficos son los que se realizan mediante
soxhlet y baPio de ultrasonidos.
b) Extracción mediante dispositivo soxhlet
La técnica de extracción en soxhlet se basa en la
solubilización de compuestos que se encuentran en una
determinada matriz. La matriz se coloca en el interior de
un extractor (percolador de vidrio) de funcionamiento
continuo. El recipiente de vidrio que contiene la muestra
está situado entre un matraz de destilación y un
refrigerante de reflujo conectado al matraz a través de un
sifón. El matraz contiene el
pasa a través del sifón hasta
donde se condensa y gotea sobr
sustancias de la matriz. Esta
el recipiente de vidrio que
haber alcanzado un determ
automáticamente en el matraz
constante evaporación de disol
y concentrando las sustancias
disolvente que se evapore y
el refrigerante de reflujo,
e la muestra disolviendo las
solución se va acumulando en
contiene la muestra y tras
medo nivel se descarga
inferior en el que por la
yente puro se van acumulando
extraídas. Esta técnica ha
tenido siempre una gran aceptación (118—121 y 23). Produce
buenas recuperaciones en diferentes matrices ambientales,
empleando distintos disolventes.
Hay
requiere
que tener en cuenta que este procedimiento
al menos seis horas para que la extracción sea
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cuantitativa y que durante este tiempo
extraer están sometidos a temperaturas
tanto mayores cuanto mayor sea el punto
disolvente empleado.
los componentes a
elevadas, siendo
de ebullición del
o) Extracción mediante bafio de ultrasonidos
Esta técnica consiste en la aplicación de ondas de
alta frecuencia, producidas por un generador y propagadas
mecánicamente por un transductor al interior de un baPio de
agua en donde se encuentra introducida la muestra en un
disolvente adecuado, dando lugar a un efecto de cavitación
o formación de burbujas. El procedimiento presenta la
ventaja de necesitar períodos de extracción relativamente
cortos para proporcionar recuperaciones superiores al
soxhlet cuando se trata de compuestos de bajo peso
molecular (122—126).
Para compuestos de alto peso molecular y matr
las que los compuestos se encuentren fuertemente re
(cenizas, carbón, etc) es más aconsejable el proced
de soxhlet.
ices en
tenidos
imiento
d) Extracción mediante fluidos superoríticos
Actualmente
manera análoga a
de Alta Resoluci
Cromatografía de
los fluidos supercr¶ticos se emplean de
los eluyentes en la Cromatografía Líquida
ón (HPLC) o a los gases portadores en
Gases (CG). Su aplicación en métodos de
57
u
u
extracción (127—129) y de manera especial en el caso de
partículas y compuestos orgánicos derivados del petróleo u
y del carbón, está teniendo un notable interés (130—132).
Las principales ventajas de su aplicación están U
basadas en las propiedades que presentan los fluidos
supercriticos, que en función de su presión, temperatura 3
y composición, resultan ser intermedias entre las
características de los gases y los líquidos. Una propiedad 3
importante de estos fluidos supercritícos es que por encima
de la temperatura crítica, la compresibilidad del fluido ¡
es grande y con pequefias variaciones de presión pueden
originarse cambios importantes en la densidad del fluido
pudiendo ser de órdenes de 100—1000 veces mayores que en U
un gas, las características de solvatación son semejantes
a las de un liquido, en cambio, loe coeficientes de
difusión y la viscosidad se mantienen como las de un gas,
de ahí su gran aplicación. ¡
Existen publicaciones con buenos resultados, aunque uel principal inconveniente es la instrumentación necesaria
para desarrollar estos procedimientos que representa un ¡alto coste para la realización de muestras rutinarias de
laboratorio.
Tanto el procedimiento soxhlet como el de ultrasonidos ¡
han sido adoptados por las normas internacionales: La utécnica de soxhlet por la American Society for Testing and
Materials (ASTM) en la determinación de PAHs en la materia 1
particulada del aire (133), y la de ultrasonidos es la
recomendada por el National Institute for Occupational
Safety and Health (NIOSH) como método de extracción de 3
partículas en el aire <134).
1
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1.2.2.2. Purificación o clean—up
Los métodos de purificación están orientados a separar
los compuestos por familias químicas, basados en los
diferentes coeficientes de reparto, equilibrios de
adsorción—desorción, etc, que los compuestos presentan
frente a distintos disolventes, adsorbentes, etc.
Los procedimientos de purificación más utilizados son
fundamentalmente:
a) Reparto liquido—liquido
b) Adsorción y purificación en columnas cromatográ—
ficas abiertas
c) Elución en columna por procedimientos de HPLC
a) Reparto l¶quido—l¶quido
Determinados grupos de compuestos, concretamente los
PAHa, hidrocarburos alifáticos, y algunos otros más
polares, pueden separarse del resto de los compuestos
presentes en una muestra o extracto por un proceso de
reparto entre un disolvente no miscible con el anterior de
diferente naturaleza polar.
Si el coeficiente de reparto de un determinado grupo
de compuestos se diferencia de forma notoria de los del
resto de los componentes, podrá ser retenido sin dificultad
en el disolvente más afin con el consiguiente
enriquecimiento del mismo en dicho disolvente.
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Con estas técnicas de reparto se han obtenido
resultados interesantes para la separación de hidrocarburos u
aromáticos policíclicos de otras sustancias con la
utilización de metanol y nitrometano (135), acetona (136),
dimetilformamida (137) o dlmetilsulfóxido (138). ¡
Estudios de eficacia de separación demuestran que son fi
necesarias tres extracciones para obtener una recuperación
de 95.78% para 14 PAHs ensayados con la combinación 3
ciclohexano—nitrometano y dos extracciones para la
combinación ciclohexano—metanol—agua con una recuperación ¡
de 95.14%. Mediante una tercera combinación, ciclohexano—
dimetilformamida—agua, se consiguió una recuperación de u
90.71% con una sola extracción. Los métodos de reparto
líquido—líquido requieren separaciones minuciosas y
precisas de las fases, pues de lo contrario, los 3
componentes a separar pueden quedar repartidos entre ambos
disolventes. Una separación defectuosa llevaría implícito
el reparto de los componentes entre los disolventes, efecto
que podría agravarse si a la vez se producen emulsiones u
durante la agitación. Para evitarla y conseguir una
separación correcta se precisa dejar el sistema en reposo u
durante largos períodos de tiempo.
El esquema de un proceso de este tipo de separaciones 3
se representa a continuación.
1
1
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DMF-H20 C6H12: H. ALIFATICOS
Esquema de extracción de PAHs por reparto liquido-liquido
DMF~H2o.c6H12 (flt2p *
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Cuanto más largo sea el procedimiento de separación,
mayores posibilidades existen de pérdida y de contaminación ude extractos. Jaklin ha estudiado este tipo de pérdidas y
ha observado que aumentan a medida que disminuye el peso ¡
molecular: 10% para el coroneno, P~ 300 y un 43% para el
naftaleno, P, = 128 (139).
b) Adsorción y purificación en columnas cromatográ-- 3
ficas abiertas
u
A continuación se indican dichos procesos tomando como ubase los tipos de columnas utilizadas.
u
Columnas clásicas
u
La adsorción cromatográfica en columnas clásicas de urelleno con distintos adsorbentes: gel de silice, alúmina
o florisil, se emplea habitualmente para la separación de ¡
compuestos orgánicos presentes en un determinado extracto
en el que se hace necesaria una separación por clases de
compuestos. ¡
En la tabla 7 se indican las características de los 3
tres tipos de adsorbentes utilizados en el proceso de
purificación o de preparación de la muestra 3
1
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Características de
TABLA 7
los adsorbentes
Adsorbentes Características
Alúmina
Al(OH)3
— Contiene álcalis libres (básica).
— Posibles reacciones: condensaciones
aldol, deshidratación.
Gel de sílice
SiO2 x H20
— Selectividad potecialmente mayor
que la alúmina.
— Mayor inercia que la alúmina.
— Mayor capacidad de adsorción.
Florisil
Mg2SiO~
— Es el más apropiado para efectuar
la purificación de muestras de
sedimentos (140).
La separación de una mezcla de sustancias en una
columna cromatográfica es el resultado de dos procesos
distintos, por una parte cada soluto se mueve formando
bandas separadas y por otra, las bandas se mantienen lo
suficientemente estrechas como para permitir la elución
discreta de cada uno de los solutos
El movimiento de cada soluto dependerá de la capacidad
de interacción de cada uno de ellos con la fase
estacionaria. Cuanto mayor sea la atracción por la fase
estacionaria más fuertemente será retenido el compuesto por
la columna. Aquellos analitos que interaccionen más
fuertemente con la fase móvil serán eluidos más rápidamente
por la misma.
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La retención de los solutos o la
columna dependerá de la naturaleza y
fuerzas intermoleculares entre el
estacionaria (141).
selectividad de la
del alcance de las
soluto y la fase
Una de las propiedades fundamentales de estos
adsorbentes es su alta capacidad de adsorción que puede
conducir a pérdidas de analitos por una degradación
catalítica o una adsorción irreversible que provoca un
ensanchamiento de la banda cromatográfica y a pobres
recuperaciones por un solapamiento entre distintos
componentes (142)
Cartuchos
Actualmente existen pequeñas columnas cromatográficas
comercializadas bajo diferentes nombres, Sep pak,
Chromabond, rellenas de adsorbentes de fase ligada para la
purificación de la muestra o bien para su preconcentración
o preparación, dependiendo de la naturaleza de la misma.
Qu
usados
particu
muestra
también
imicamente son muy similares a los empaquetamientos
en HPLC excepto que son de un diámetro medio de
la mayor, hasta 40 ísm, lo que facilita el paso de
a su través. El soporte inorgánico inerte se basa
en material de sílice.
Existen varios tipos de cartuchos: Columnas de silica
gel, de cambio lónico, polares y no polares entre las que
se encuentran las fases ligadas octil (Ca) y
octadecilsilano (ODS, Cia). Éstas se encuentran en columnas
de polietileno, en cantidades de 100—1000 mg., que están
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FIGURA 8:
dos membranas de polietileno,
pm de espesor <143) (fIgura 8).
contenedór de la muestra
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a Nitro
cd ser ben t.
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punta
Diseño de un cartucho tipo yac
En la tabla 8 se resumen las caracteristicas de los
adsorbentes de fase ligada sobre sílice más utilizados.
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TABLA 8
Caracter¶sticas de los adsorbentes de fase ligada
Adsorbente Aplicaciones típicas Muestras
Octadecilo Extracción en fase inversa de
compuestos no polares
Drogas, pesticidas, Aceites
esenciales, conservantes, vitaminas,
plastificantes, asteroides,
hidrocarburos,..
Octilo Extrac, en fase inversa de Comp
moderadamente polares que se
retienen excesivamente en ODS
Pesticidas, contaminantes
prioritarios
Cianopropilo Extrac. en fase normal de comp.
polares
Aminas, alcoholes, vitaminas,
fenoles,,.
Silica gel Adsorción de compuestos polares Drogas, alcaloides, amino
ácidos,heterociclos, lípidos,
terpenos, ácidos orgánicos,
vitaminas..,
Diol Similar a Suba gal Prote¶nas, péptidos, tensicactivos
Aminopropilo Débil extracción de cambio
iánico
Hidratos de carbono, píptidos,
esteroides, vitaminas...
Dimetilaminopro—
pilo
Débil extracción de cambio
aniánico
Aminoácidos
Acido sulfónico
(aromático)
Fuerte extrae. de cambio
catiónico en fase inversa
Aminoácidos, catecolaminas,
nucleósidos
Amina cuaternaria Fuerte extrac. de cambio iónico Antibióticos, nucleátidos, ácidos
nucleicos
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La extracción en fase sólida (SPE) tiene la ventaja
de que existen diferentes tipos de interacciones (no-polar,
polar, intercambio iónico) entre los compuestos de la
muestra, un adsorbente sólido y un eluyente adecuado. En
la extracción en fase sólida es frecuente la existencia de
más de un tipo de interacción.
Contrariamente a la extracción liquido—l¶quido
convencional, la extracción en fase sólida ahorra
disolvente y tiempo. Debido a la combinación de las
diferentes interacciones, el método se caracteriza por un
elevado grado de versatilidad. Por otra parte los problemas
de tiempo o la formación de emulsiones estables, no existen
en la separación de fase
La extracción en fase sólida y preconcentración de
trazas de componentes orgánicos contaminantes concretamente
en muestras de agua, presenta ciertas ventajas sobre otras
técnicas de concentración tradicionales como la extracción
liquido—liquido, obteniéndose mayor recuperación,
repetitividad y reproducibilidad, además de agilizar y
economizar el procedimiento.
Una fuente de vacio sirve para facilitar el paso
rápido de muestra a través del cartucho. Se pueden obtener
con este sistema recuperaciones medias entre 80 y 100%
El bajo coste, alta capacidad de adsorción, amplio
intervalo de selectividad y simplicidad han contribuido al
desarrollo de esta técnica de extracción sólido—liquido en
los últimos años (144).
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o) Elución en columna por procedimientos de HPLC 1
u
Actualmente la técnica de cromatografía líquida de
alta resolución está siendo empleada para la purificación
de extractos procedentes de distintos tipos de muestras
(139). La utilidad de esta técnica está basada en la
separación por familias o grupos, fundamentalmente:
hidrocarburos alifáticos, hidrocarburos aromáticos 1
policíclicos, PAHs con heteroátomos sustituidos CS—PAH,
N—PAH, O—PAH). - - Mediante esta técnica los compuestos de u
una misma familia eluyen conjuntamente.
De la revisión bibliográfica se deduce que las
columnas más efectivas para la separación de PAHa son
del tipo ~—Bondapack--NH2, ~—Bondapack--CN, M—Porasil O
Nucleosil--N02 (145—147).
Los disolventes empleados con esta técnica en fase
normal son fundamentalmente: n—hexano n—heptano o Eciclohexano~ y cuando se realiza en gradiente se utiliza
cloroformo o cloruro de metileno. u
Los extractos procedentes de la e lución en fase normal
mediante HPLC contienen separadamente hidrocarburos
alifáticos e hidrocarburos aromáticos que posteriormente
se analizan por cromatografía de gases o por HPLC en fase
reversa.
1
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1.3. 1 LCtLtN 1 uS BIBLI(flR.4FICflS EN LA DETEJ*IINACI&¡ LE PAHs
En este apartado se resumen los métodos utilizados en
la determinación de PAHs de acuerdo con la revisión
bibí iográfica.
La clasificación se ha efectuado teniendo en
las distintas técnicas empleadas, y dentro de cada
clasifican según el detector utilizado.
cuenta
una se
1.3.1. Técnicas cromatográficas
1,3.1.1. Crorretografía líquida de alta resolución (F-PLC)
a) Detección Fluorimétrica
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340—425 Spherisarb
5 RP—18
Aq.(55—100)
Acetan dr ib
34 mm. y
Acetan dr ila/
acetato de etilo
(Ifl) 10 mm.
280—318
296—410
300—500
290—450
Vydac 201- Aceites y pra-
TP 54 ductos grasas
Agua de bebida y
agua embalsada
PAHa Cartucho C—18 185
(eluyente THF)
Vydac 201— Mejillanes, ostras,
IP 54 almejas, carne de
cangrejo y salmón
0,01—0.6 12 FAHs
254, 218, Hypersil
300 — 364 HP 005
Aire B(a)P, 8(ghi)per.
y otros
Eluyente ciclo- 187
hexano
Aire urbana PAHs
Alimentos
Aq.-60 a 90%
de Acetoni—
trila
18:3090
Aq.Acetoni—
trilo(grad.)
SDS-&024M
Aq.Acetoni—
tribo(grad.)
Aq,—Acetoni—
trilo
1 B(a)p
Variac. de
la cane, con
la época del
ano,
Coeficiente
de variac.:
1 a 3 ppm
2.50—
0.20
0.1—
1.0
Patrones
A i re
Ostras
6 PAHs
PAHa
B(ghi)per líen.
SCa)?, B(e)A,
Ob(ah)A y atros
Use de preco—
lwnna.
PAHs
Aq.—Acetoni—
tr i lo
184LO. 1~g/Kg
Recuperac,:
~a1OO%
Gynkatek
Intersil
OeS U
Aq.(50-100)
Acetanitrilo
Aq.— metanal
1B6Recuperac.:
76 a 94%
73
b) Detección Fotométrica
~ESTM IDETEO. MULITOS
1. m Cobra
!orbax
005
254 Zarbax
ODS
RP—18
190- Lichrosarb
450 RP—18
u- t~
Cebada
Pescados, se-
dimanas y
plantas.
Cerveza
6(a)p
Fluareno
E(gbi )p
< 50 CrisenoAgua con
taniinada
0.009 8(a)p Diodo Array 109
280 Poly¡neric
365 0—18
254 Kontran
PAO 254—
400
254 Separan
SGX 18254 ChromSpher
PAH
254 C—1B
Suelo con-
taminado
Anua debe—
bida
lejido de
rata
Patrones
Aire particulado
16 PAHs0.1 a
5
Diodo Array 190
0.001 6 PAHa
20 Pireno, fluoran—
teno y 8(a)a
16 PAHs
PAHa
74
WtIOIUES
u
u
1
OTROS DATOS uRW
.
Fase tvib
Aq.—f4etanol/
Acetonitrilo
(1:1)
Aq , —fiOtAce-
tonitr lía
Aq. 5%Aceto-
nitribo4<eta—
nob(1: 1)
Aq.—Acetoni—
triba
u
152
u
‘5’
E
151
AQ.-60%-100$
Acetonitrilo
254 Vydac
201 TP
Mb i en tal
u.lee
u
u
Aq.-50%-100$
Acetonitrilo
Acatonitri—
lo/Me tana
AQ. -80$Ace-
tonitrila
Aq.—Aceto—
nitrilo
(grad.)
Aq.(60—l0O)
Acetanitr lía
u
1
Tiempo de
análisis
22 mm
192
193 U
u
1.0.: 0.1—0.5
ng/m3 u
u
a
u
1.3.1,2. Cromatografía de Gases (GO).
L.DETEC. MUJ.ITOS OTROS DATOS 8!~
T¡0C ~s
85-210 Lodo
Suelas15—320
150-250 Metano Gases de mo-
tares y aero-
sol ataesár,
u-
PAHa
0004 B(e)P y B(a)p
B(a)p0,05
240 He
260—300 Metano
0—215 He
HO—270
100—500 N
2
Productos
cárnicos
Crudo de
petróleo
Sedimento
contaminado
Aerosol
atmosférica
Suelas
>000 1
0,05
0.1
ppb E(a)p
6(a)p
B(e)p
1000 PAHs
Criseno >‘
S{a)p
5 PAlis
OETEcCI&~ OU4DICIW4ES IUESTRA
MS.
MS.
MS.
Intervalo~
1 a lOOppb
Recuperac 1
del 82%
Precisión
1-6%
MS.
MS.
MS,
FEO.
198
‘99
200
201
Altos nive-
les en pro-
ductas ahu-
mados.
B(a )p/
B(e)p:l00
Detección
simultánea
Interva lo:
<6. lflQ/ffi3 deaire.
FID. 202
75
u
u
u
O~ICIGES
TA0C ~s
ILESIRA L,DflEC. MAllOS OTROS I)ATOS RE
.
u-
u
u
35—150—220 t4
2
¶20—280 N2
110—280 H2
70-280 He
280
35—280 He
Agua
Mejillones
y pescados
Aire
Aceites natu-
rales, pesca-
dos ahumadas,
itejillones y
ostras,
0.010
0.043
4000—
20000
15 a
35
Suelo
Patrón
PAHe
4 PAHa
Recupera—
ciónpíO%
Recupera—
ción:49 a
97%.
Recupera—
a ión:
83-1057%.
Tiempo de
análisis
50 mm,
Recupera—
cián:80-90%
Naftaleno:
86%.
PAHs
0.1 PAHa
PAH a
PAHa
203
E
204
205
E
u
u
¡
206
¡
u
207 ¡
u
Colusia: 208
capilar SE—54
u
u
76 E
u
E
DETEcCIÓN
FíO.
FID.
FíO.
MS,
MS.
FíO,
NS.
tUÉIJICI OESDETEcCIÓn IDETEO. MIALITOS~ESTRA OTROS DATOS RE:
.
T¡0C Gas
30-300 Helio
Helio
Patrones
Carbón
Agua residual
Sedimentos de
casta mediterránea
Aire particulado
Ostras
Agua
10 a
45
Fluoranteno,
pirena, 8(a)a,
6(a)p y
B(b)fluoranteno
PAHa
PAHa
Fenantreno, antra-
cano, fluoranteno,
pireno y criseno
PAHa
MS. : Espectrametr¶a de nasas,
FíO. Detector de ionización de llama.
FID,
MS.
80—280 N
2
50—280 H2
140—260 N2
12 PAHa
MS. Aire
FíO.
¶5 PA)~s
B(a)p y
otros cantani—
nantes.
250—2B0
(50 0/mm)
50 —300
(1000/min>
MS.
MS.
He
Doble pa—
trón interno
Identifica-
ción y es-
pectros.
Columna ca-
pilar SE—lO
Columna:
Dexai 1—300
precisión
1-lot
UD,: 0.1-0.5
ng/ma
Colui~na: OS—
5 (0.I~m)
Columna: Rl >r
5 (O.2Spm)
209
210
211
212
213
‘94
183
214
LS,
8.5. Helio65—320(i0~ ¡Un’)
ó s4o(5~
min’)
77
1.3.1.3. Cromatografía en Capa Fina (TLC).
DETEcCIÓN CU~ICIG4ES IffSTRA L.DE1EC
.
MALITOS OTROS DATOS
nl- ~—
298
403 a
42B
2.5 6(a)pSedimento
marina
300 Aerosol
406 atrnostérica
Rocas
Patrones
369 Agua de
360 suministro
Aceite
vegetal
Agua
u
a
Fase móvil
u
1
REY
1
u
Recupe?a—
ción:7C%
2i5
0.005
u
B(a)p
Oiclohexano
Etanol/to-
lueno/Agus
17:4:4)
Hexano/Ben-
ceno(2: 1)
D~-isopro-
pi léter/He—
xano(4: 1)
Benceno
2,2,4—Ir i—
meti Ipentano!
piridina(19: 1)
218 U
290
420
385
430
Fluorimé—
tr lea
Fluorimé-
trica
Fluorimé-
trica
Fluorimé-
trica
Fluarimé—
trica deri-
vada.
U,V, -
Visible
Fluorimé-
trica
¡
ppb PAHa
PAUs
217
40 a
200
u
218 ¡
¡Intervalo:
0.54—1.08
en ng/l
219
Acetona
B(e)aloco
a
5000
u
220
8(a)p y
fluorena
u221Recupera—
ción:9O—95%,
- 6%(n:6) u
u
u
78 u
1
u
1.3.1.4. Otras cromatografías.
En este apartado se incluyen las determinaciones
cromatográficas menos utilizadas de acuerdo con la revisión
bibliográfica, algunas de ellas se encuentran actualmente en pleno
desarrol lo.
UC?(ICA CU~ICI*S
Detección Fase móvil
SESTRA LÁETEC. MIALITOS OTROS DATOS EF
Uy—Visible Etanal/l,2
2B3n~ diclaroe—
tanoCí: 1)
Huno de ci—
garr ¡líos
960 B(a)p
Ojínetil— Pulmones
forínanida humanos
Tejidos de
ratas
Gerreen de
trigo
Patrones
Patrones
50
500 Naftaleno
lo
0.05 a
5
CL,
CL.
6.L.C,
GL .0.
Intervalo:
1 a lOCOppb
Fluorime,
Ex,:384ns
Em. ¿OSna
Fío.
FíO.
Fotoioni—
zación
B(a)a
HPLC
222
223
224
225
226MS.
26500
15000
HPLO
Aq.-Meta-
no)
A~.-90$
Metana 1
4 PAlis
28 PAHs Láser 221
.79
TÉcNICA oumtciucs Si STR&
Detección Fase móvil
Rotación
óptico-
reagnetica
Ajínperomné-
trica:
-0.4V y
—0.6V
Fa tascOs—
tica/
280 nire
Aq.-Aceto-
nitrilo!
Netanol
2-pr apa-
nal/0.OSH-
NaH2PO4
(3:1) -
Hetana 1
Patrones
Patrones
Patrones
Cl. : Cromatografía líquida
GLO.: Cromatografía Ges-liquido
80
L.OETEC. AMAUTOS
u-
¶90
160
240
5
Fenan treno
Pirena
E(b)fluoran—
teno.
5 Fenantrena
50 Naftaleno
50 Pireno
B(a)p
u
1
u
OTROS DATOS Rif
.
1
HPLC
HPLC
HPLC
1
Considera—
clones teó-
rcas.
Uso de Ce
como agente
derivatizan-
te.
Caudal de
célula:3.Bpl
228 ¡
u
229 3
1
230 ¡
u
¡
¡
¡
1
1
E
1
u
1
¡
1.3.2. Técnicas luminiscentes.
1.3.2.1. Espectofluorimetría.
crCIOES L.rEC. MIALITOS OTROS DATOS RE
.
Medio ¡~ T
!
Hexano 323
381
Ciclo— 315
hexano 400
Mt, Tejidas de
anlirbales
¶0 Naftaleno
knb. Carbazal
Xilana 318 Mnb, Fenantrena
Hexano 390
403
Antraceno
50
Mt, Productos
cosméticos
Metanol Em, :334 Mib. Agua residual
Xilano Eni.:384 Mt, Fluaranteno
Sincrónica Etanol Ex. :313—
433
Ak3nm
Dibenzo—
urano
Mt. Patrones
E¡n.:384 Art. Patrones
5600
Antraceno
8(a)p
3,0 Pirena
lOO Mtraceno
Antraceno,
B(a)p
8(ghi)p
2000 Antraceno
81
I«PALIDAD
u
1
u
u
£
u
£
u
¡
£
1
¡
E
E
¡
.1
¡
u
u
u
E
403
Intervalo:
1500 —
¶7000 ppb
Recup. :100%
nivel IOOppb
231
232
223
Derivada
Sinorón i ca
234
235
Sincrónica
236
237L,0.:2.2 -
98 nM
238
I~ALIDAD ~U~ICIWES Si STRA Lfl. »ULITOS OTROS DATOS fIS
)~dio 1.. TA
Cotana Ex. :260 10K Sedireentos
a 380 de lago
fln-~-
1.8 a
¶2.9
HamburguesasCiclo
hexano
Hexano Agua sub-
terránea
Aq.—55% Ex, :351 knb.
Metanol Em. :381
Patrones
4 PAHa
0.9 8(a)p
otros PAHa
fO PAHs
0.0)7 Pi reno
202c Aguas
minerales77K Aire
particulada
Art. Patrones
0.01 PAHs
<lo
<lo
100
Antraceno
Pi reno
Fluoranteno
0.018 Pireno y
otros PAHa
82
u
1
1
u
a
A baja r~
A baja II
Exc, Láser
239 ¡
240Recup.:
70 al 74%
24) 1
Hexano
1Intervalo:
0,0)6 a
16 nM.
242
Tiempo
resuelto
u
Hexano
a
Patrón
externa
243
Acuoso
u
244
E
245 ¡
a
u
¡
¡
1
u
1
1.3.2.2. Espectrofosforimetria.
CALIDAD OG~ICIOES Si ST RA LOETEO. MW.ITOS OTROS DATOS EF
Acuoso Ex,:
260 —280
Em.:
300-850
171< Agua salfida 2 Naftaleno 246
800 Fenantreno
11K Patrón
711< Patrones
4.2K Patrones
3000 Antraceno
2000 Naftaleno
8 Pireno
8(e)?
Acuoso Ex.:
260-280
Ere.:
300—650
17K Patrones
kob. Carbón
Mt. Patrón
711< Patrones
251
252
253
Exc. Sin-
crónica
Uso de áto-
reas pesadas
1,0,:
88 nM
840 nM
350
Agua/
Etanol
(9:1)
Fenantreno
Hep tana
Hep tana
247
248
249
12 PM]s
Papel
Papel
Em.:
185—100
250Uso de áta—
rws pesados
Fenantreno
Fibra
óptica
0.5
Hep tana
8(a)p
Antraceno
Coroneno
pir eno
83
1.3.3. Otras Técnicas.
WffCIUES SiSTRA
Hedida:211—800nm
Sensibilización
con coloides de Ag
Patrón
Patrones
Partículas
diesel
Partículas
diesel
Hollín de
¡notar
3.5—7
0.001
Agua de mar
y de bebida
Exc, Descarga
eléctrica
Detec. Diodo Array
baja T~
1200
5800
loo
300
20 Pireno
2 PAHa
Fenan treno
Antraceno
9 PAHa
so E(a)p
0.4 PAlis
8(a)p
Fluaranlena
Peri 1 eno
Pi reno
84
TÉcNICA
u
u
u
LVETEC. M.&LITOS
¡
OTROS DATOS
u
Láser 254 1EspectroscopiaReman
Espectroscopia
Reman
MS.
MS.
Voltareetria
Valtametr la
Espectroscopia
Emisión
Molecular
255 3
256 ¡
u
257 1
Electrodo
de carbón
Electrodos
de Hg reves-
tidos de
fasto lípidos
258 ¡
259 ¡
¡
260 3
¡
¡
u
E
¡
¡
L.DETEC. MULtrOS
u- _
300 PAlis
800
Fluor eno
0.003
o ci ¶
20s
370
E(a)p
y otros
OTROS DATOS RE
.
281
282Intervalo:
l—IByg/rel
HéLade rá-
pido
Precisión
10-32%(n:3—5)
283
TÉcNICA
UY—Visible
Espectrofoto—
reetria
Valtametr¶a
OUIilCIUES
855 nín
O/AgIAg cl
ILESTRA
Patrones
Patrón
Agua
Hierba y
hojas
£
¡
E
E
E
u
E
£
E
¡
¡
¡
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1.4. GENERALIDADES SOBRE TENSIOAOTIVOS Y MICELAS
1.4.1. Definición y clasificación de los tensioactivos
Los tensicactivos son, en su mayoría, compuestos
orgánicos que presentan una estructura molecular
característica. La molécula posee dos partes bien
diferenciadas, una polar (cabeza) y otra apelar (cola). La
parte polar o hidrófila de la molécula puede tener carga
positiva o negativa, no tener carga o ser anfótera. La
parte apolar o hidrofóbica de la molécula es generalmente
una cadena hidrocarbonada aunque hay un gran número de
compuestos, que incluyen moléculas de interés biológico,
con grupos aromáticos hidrofóbicos.
Frecuentemente la molécula de tensioactivo exige la
presencia de un grupo funcional neutro (éster, éter,
amida,...) que une la parte hidrofóbica con la hidrof¶lica.
A modo de ejempí
dodecil sulfato de
(hexadecil) trimetil
o se representan
sodio (SDS) y
amonio COTAS)
las estructuras del
bromuro de cetil
CH3 — (CH2)11
Parte hidrofóbica
OH3 — (OH2)15
SO Na~ (SDS)
Parte hidrofílica.
N~ (OH3)3 EV COTAS)
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3
¡
E
¡
u
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¡
¡
1
1
¡
¡
¡
¡
¡
¡
u
¡
E
¡
u
Los tensioactivos se clasifican tomando como base la
naturaleza de la parte hidrofflica en, (264):
a) lónicos: catiónicos y aniónicos.
b) No iónicos
c) Anfóteros
a) lánicos
Los
molécula
anión icos
grasos su
o aceites
SDS, tens
catiónicos se caracterizan por tener en su
grupos amina, piridinio o piperidinio. Los
pueden estar formados por jabones, alcoholes
lfatados, alcoholes polioxietilénicos sulfatados
sulfatados. A este grupo pertenecen el CTAB y el
loactivos objeto de estudio en este trabajo.
b) No iánicos
No presentan ninguna carga
ian en disolución acuosa. Su
presencia de grupos polares
carbonilo o a veces aminas.
itón X-100, el pluronic F—68
en su molécula y no se
parte hidrófila proviene
no iónicos tipo alcohol,
A este grupo pertenecen
el tween 60
c) Anfóteros
Pueden comportarse como aniónicos, catiónicos o no
iónicos según el pH de la disolución. Suelen ser ácidos
disoc
de la
éter,
el tr
87
aminocarboxilicos o ácidos grasos de proteinas condensadas.
Pertenecen a este grupo el alquil amido betaina y el
N—dodecil--N,N—dimetilbetaina.
1.4.2. Formación y estructura de las micelas
Cuando un tensioactivo
concentración y temperaturas
micelas. Una micela es una
tensioact ivo.
se disuelve en agua a
determinadas se forman
asociación de moléculas
Se puede considerar que la formación de micelas es un
mecanismo que permite disminuir la energía intérfacial de
las moléculas de tensioactivo cuando todas las interfases
están saturadasLa concentración a la cual se produce este
fenómeno se llama concentración micelar crítica (CMC).
Para concentraciones inferiores a
tensioactivos existen en su mayor parte como
encima de la OMO tiene lugar un equilibrio
los monómeros y las micelas.
la CMC los
monómeros. Por
dinámico entre
Cada micela está formada por un cierto número de
moléculas de tensioactivo (llamado número de agregación)
que condiciona el tamaFo y la geometr9a del sistema
mice lar.
Cuando se habla de micelas, normalmente se admite que
son agregados de tensioactivo en medio acuoso. Sin embargo,
la formación de asociaciones coloidales puede tener lugar
también en disolventes no polares, en cuyo caso los
agregados de tensioactivos reciben el nombre de micelas
88
u
u
u
u
u
una
las
de
¡
1
u
¡
u
u
¡
u
u
¡
¡
u
E
¡
¡
1
invertidas.
En soluciones relativamente diluidas, las micelas son
esféricas y relativamente peque¡ia&. Una representación
clásica de micelas esféricas es la siguiente:
iónlca
Cadena
de la fut~n ománica pidrofIliCa
hidratada. 1 m.
no jónica
FIGURA 9: Representación gráfica convencional de micelas
esféricas
Se distinguen las siguientes partes:
— El corazón apelar de la micela constituido por las colas
de las moléculas de tensloactlvo. El diámetro varia de
m.
4 mi.
Capa de Stern
89
2 a 6 nm. U
— La capa de Stern constituida por las cabezas polares ¡
aniónicas o catiónicas y de los contraiones asociados. 1
Este equilibrio entre las fuerzas hidrófobas y las
fuerzas hidrófilas es el que permite la existencia de la 5
micela. En el tamaño y la forma de la micela van a influir
fuertemente la naturaleza del tensioactivo considerado, del 1
cortraión, y de los aditivos presentes. La adición de
electrólitos a una dislución micelar facilita la
formación de micelas por la disminución de las ¡
repulsiones electrostáticas entre las cabezas polares
iónicas, disminuyendo la CMC y aumentando el tamaño de la ¡
micela.
Al aumentar la concentración, las micelas aumentan de ¡
tamaFio y adquieren una estructura laminar. La teoría de la
micela laminar supone que las moléculas de tensioactivo se
organizan en forma de una doble capa, tal como se
representa en la figura 10.
Las cabezas se encuentran dirigidas hacia afuera. Las ¡
micelas laminares se encuentran sólo en disoluciones
concentradas (>10%). Los resultados de birrefrigencia ¡
parecen apoyar esta teoría.
Ciertas micelas presentan una estructura en forma de ¡
varilla o bastoncillo, siendo la longitud de la varilla
función de la cantidad de electrólito presente en la 3
solución. Esta agrupación seria la representada en la
figura 11. ¡
go
¡
1
1~~~~
1 DI
f#t U
4
FIGURA 10: Estructura de una micela laminar.
-o-o
•0’0
FIGURA 11: Micela en bastoncillo
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11.4.3. Propiedades físicas de las soluciones micelares
u
Las disoluciones de sustancias con actividad
superficial alta presentan propiedades físicas especiales. U
En disoluciones diluidas actúan como electrolitos normales,
pero a partir de determinadas concentraciones tienen lugar ¡
cambios bruscos en varias de sus propiedades físicas, tales
como: la turbidez, presión osmótica, conductividad 3
eléctrica y tensión superficial. El grado en que la presión
osmótica aumenta con la concentración se hace anormalmente ¡bajo, lo cual sugiere que está teniendo lugar una
asociación molecular. Lo mismo ocurre con el resto de las
propiedades; la conductividad eléctrica también experimenta ¡
variación aunque permanece su valor relativamente alto, lo
cual indica que persiste la disociación iónica. ¡
Lo dicho anteriormente queda reflejado fielmente en 3
la variación de las propiedades físicas de las soluciones
acuosas de SDS figura 12. ¡
La agitación térmica y la repulsión electrostática ¡
entre las cabezas cargadas en la superficie de la micela
se oponen a la tendencia a agregarse. Por consiguiente,
cabe esperar una variación en la CMC debido a diferentes ¡
factores:
u
— Disminución de la CMC al aumentar la parte hidrofóbica ude las moléculas de tensioactivo. Para una serie homologa
cada grupo CH2 afiadido hace que la OMO se haga la mitad. m
¡
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u
Propiedades
físicas
1. Presión
osms.5tioa
2. Turbidez
3. Tensi&n
superf1
ojal.
4. Conduo-
t4vldad
molar
—.3.Concentración molar (mo1~L
FIGURA 12: Variación de las propiedades físicas en
soluciones acuosas de SDS
— La adición de sales tiene una gran influencia sobre la
estructura fisico—quimica de las micelas iánicas,
disminución de la CMC, aumento del intervalo de la
temperatura micelar, aumento del espesor de la micela
y, por tanto de la viscosidad. Este efecto e8tá menos
acusado cuando se trata de soluciones micelares no—
lónicas (265).
— Temperatura: La variación de la ClIC con la temperatura
en el ceso de teneloactivos lónicos (SOS), queda
reflejado en la gráfica de la figura 13. Puede obaervarse
la presencia de un mínimo en el Intervalo de temperaturas
c.mc OO1 0.02
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entre 2O~30OC.
9.8
9.4
n
‘o 9.0
‘4
‘—‘ 8.6
0 -‘
ut4
1
<-3
1.0
0.6 1 a í , i 1
0 10 20 30 4Ó 50
Temperatura <OC)
FIGURA 13: Variación de la CMC con la temperatura para el
SDS
A temperaturas inferiores a 20 0C, la OMO disminuye
a medida que aumenta la temperatura, esta disminución,
posiblemente es debida a la deshidratación de los
monómeros. A temperaturas superiores a 3000, el aumento
de temperatura se opone a la formación de micelas
aumentando la CMC.
También se ha
tensioaotivos lónicos
micela con el aumento de
observado en e> caso de loe
que disminuye el tamaño de la
la temperatura <284).
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— Presión: El efecto de la presión sobre el tama~O de la
micela en disoluciones acuosas de SDS ha sido estudiado
por Nishikido y col. (264). La variación del numero de
agregación en disoluciones de SDS en función de la
presión a 30 00 se puede observar en la figura 14.
o
E
E
o
1
E
E
c
•0
*E
e
t.
E
e
t
80
60
40
20
0.1 80 140
Presión <MPa>
FIGURA 14: InfluencIa de la presión sobre el numero
de agregación.
En dicha figura se observa un minimo para un valor
de la presión próximo a 100 MPs <1 atm 1.013X105 Pa
-0.1 M Pa), que corresponde a un máximo en la curva CMC—P
estos resultados indican que hasta 100 M Pa la compresión
favorece la disociación de las micelas en monómeros
mientras que la asociación de monómeros tendrá lugar a
presiones más elevadas.
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— Adición de alcoholes. La adición de alcoholes de bajo
peso molecular (metanol a butanol) a disoluciones de utensioactivos jónicos causa una disminución en la CMC,
llegando a ser más pronunciada cuando aumenta la
1hidrofobicidad del alcohol. Varios autores han discutido
el efecto de los alcoholes sobre la CMC basándose en
términos de trasnferencia de energ¶a libre estándar 3
(264). El factor principal de esta disminución en la CMC
es debido a la reducción de la energía libre de la micela 3
como consecuencia de la disminución de la densidad
superficial de carga de la micela. 3
Bachlund y col. (264) estudiaron el efecto de u
n—alcoholes sobre el número de agregación, sugiriendo que
los alcoholes solubles en agua (metanol a butanol) están
predominantemente disueltos en la fase acuosa y aumenta E
o disminuye el número de agregación dependiendo de la
concentración del alcohol. Para alcoholes moderadamente
solubles (pentanol, hexanol) se distribuyen entre la fase
acuosa y la rase micelar y a bajas concentraciones ¡
aumentan el número de agregación. Para alcoholes tales
como heptanol y octanol, se solubilizan totalmente en la u
fase micelar aumentando el número de agregación.
3
1.4.4. Aplicaciones analíticas de las soluciones
micelares
Las disoluciones micelares debido a las propiedades U
características que presentan tales como poder de
Esolubilización, tensión superficial, presión osmótica,
viscosidad, conductividad eléctrica, . .. , han sido
utilizadas con éxito en diferentes campos de aplicación, 3
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entre ellos, en el de la Química Analítica bien para
mejorar los métodos analíticos ya existentes o bien para
desarrollar nuevos procedimientos ya que pueden mejorar
notablemente las propiedades analíticas, selectividad,
precisión y sensibilidad.
Los sistemas micelares han sido utilizados ampliamente
en métodos espectroscópicos de análisis tales como
absorción—Uy, fluorescencia, fosforescencia,
quimioluminiscencia, en métodos electroanalíticos,
polarograf la, valoraciones potenciométricas, en métodos de
separación, tales como separación por flotación mediante
espuma, filtración en gel, extracción liquido—liquido,
cromatografía líquida de alta resolución,...
Teniendo en cuenta la aplicación que
micelares en el presente trabajo de
continuación se hace un breve comentar
ventajas que ofrecen estos sistemas
molecular y en HPLC.
tienen los medios
investigación, a
io acerca de las
en luminiscencia
1.4.4.1. LuminiscencIa en medio micelar
Una de las aplicaciones analíticas que presentan las
soluciones micelares, es la de aumentar la sensibilidad y
selectividad en la determinación de diferentes especies
químicas cuando ésta se lleva a cabo fundamentalmente por
técnicas luminiscentes.
Los métodos luminiscentes en particular,
características analíticas cuando se trabaja
micelar. Entre otras razones se pueden aducir:
mejoran sus
en solución
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— Disminuyen los efectos de atenuación, ocasionados
fundamentalmente por la presencia de especies uparamagnéticas, debido a la inclusión de las moléculas
en el interior de las micelas.
— Se incrementa el tiempo de vida media de los estados
electrónicos excitados lo que con lleva a un aumento ¡
del rendimiento cuántico.
— Propiedades tales como la microcapilaridad, la
microfluidez y la constante dielétrica protegen los u
estados electrónicos singletey triplete excitados
frente a fenómenos de desactivación no radiacional
tales como relajación vibracional, conversión interna, ¡
cruce intersistemas y conversión externa, aumentando
de este modo la intensidad de luminiscencia (266—270 3
y 264).
Por consiguiente el hecho de inoluirse las
moléculas luminiscentes en el interior de las micelas E
puede dar lugar a diferentes efectos:
— Desplazamientos de las longitudes de onda
excitación/emisión, lo que conlíeva a un aumento de
la selectividad. 3
-Aumento del rendimiento cuántico lo cual im~licaun¡
aumento de la sensibilidad.
— El fenómeno de la fosforescencia que ordinariamente
solo es observado a baja temperatura (77 K), puede
observarse a temperatura ambiente utilizando estos
medios rígidos debido a la protección del estado
electrónico triplete excitado del entorno, 3
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favoreciéndose de este modo la desactivación por
fosforescencia (266).
1.4.4.2. Cromatografía líquida micelar
La denominación de cromatografía líquida micelar (CLM)
fue introducida por primera vez por Armstrong y Henry en
1980 (271). Desde entonces, ha sido objeto de numerosos
estudios teóricos y prácticos.
Los tensioactivos jónicos han sido utilizados
extensamente, en cromatografía líquida, en fase móvil como
agentes de interacción iónica, el beneficio obtenido vía
este equilibrio secundario es altamente selectivo para la
separación de solutos interaccionantes.
La separación por cromatografía líquida utilizando
fase micelar es altamente espec¶fica, ya que combina
interacciones hidrofóbicas, electrostáticas y estéricas
entre el soluto y la micela, lo cual no se puede conseguir
con la cromatografía tradicional que utiliza un disolvente
orgánico o una mezcla de disolventes.
El término CLM describe la separación donde la
partición significante del soluto tiene lugar en los
agregados discretos de la tase móvil en vez de en el seno
del disolvente de la fase móvil. Otras ventajas de la CLM
son: en primer lugar bajo coste de la fase móvil (solución
micelar), posibilidad de cromatografiar analitos hidrófobos
e hidrofilicos y por último que la pseudofase acuosa no es
tóxica ni inflamable.
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La elución de un soluto con un tensioactivo por debajo
de la concentración micelar crítica CMC será la misma que
en agua pura; esto es debido a que por debajo de la OMO no
hay micelas con las cuales pueda haber partición del
soluto.
En CLM la mayoría de
disoluciones acuosas, esto const
la técnica, ya que como se ha
soluciones micelares acuosas no
inflamables.
las fases móviles son
ituye el mayor interés de
dicho anteriormente las
son tóxicas, volátiles e
a) Mecanismo de retención
En la figura 15, se esquematizan los equilibrios que
tienen lugar en el interior de la columna en cromatografía
micelar. Si se considera que hay tres fases:
fase acuosa (W)
fase micelar (Nl)
fase estacionaria (5)
Se pueden definir tres constantes de partición:
constante de partición del soluto entre las micelas
fase acuosa, Ksw: constante de partición entre la
estacionaria y la fase acuosa y Kss: constante de part
y la
fase
ición
100
u
u
u
1
E
¡
1
E
u
E
u
u
u
E
E
u
u
fase acuosa
FIGURA 15: Equilibrio entre fase estacionaria, fase acuosa
y micelas en CLM
entre la fase estacionaria y la fase micelar. Armstrong y
Nome (272) han establecido la relación siguiente:
1/K’ 1/. ( y (K~ — 1) CI + l/Ksw
donde: K’
0
y
cm
onar is
en la
de capacidades el factor
el cociente
volumen de la fase estaci
volumen de la fase móvil
columna (volumen muerto)
volumen molar del tensioactlvo
es la concentración de tensicactivo en la fase
fase estacionaria
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móvil en forma micelar, de manera que
CmCtotai —CMC
0totaí concentración total de tensioacti’/O en la fase
móvil.
La constante de
mediante el cociente
partición KSN puede ser determinada
KSW/KMW.
b) Selectividad en cromatografía líquida micelar
La selectividad en cromatograf la
a las diferencias de retención
diferentes. El factor de selectividad
los factores de capacidad K’
11K% de
2 considerados.
1 iqu ida corresponde
entre dos solutos
es la relación entre
los dos solutos 1 y
La selectividad particular obtenida en cromatografía
micelar, es debida al equilibrio qulmico secundario
(interacción soluto—micela) que ocurre en la fase móvil.
Hay que tener en cuenta los efectos hidrofóbicos como en
cromatografía clásica, y además los efectos
electrostáticos. Se ha demostrado que las interacciones
hidrofóbicas son principalmente las responsables de la
solubilización de solutos orgánicos, pero la selectividad
está controlada por las interacciones electrostáticas y
superficiales en moléculas polares.
Armstrong propone
tres categorías (273):
una clasificación de los solutos en
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— Solutos enlazantes que presentan coeficientes K~
relativamente elevados ya que tienen gran afinidad por
la fase micelar.
— Solutos no enlazantes que no tienen afinidad por
la fase micelar, sin ser excluidos de ella (KMW = 1).
— Solutos antienlazantes que son excluidos de la fase
micelar (Knw<1).
Los solutos enlazantes presentan un factor de
capacidad que disminuye a medida que la concentración
micelar aumenta.
Los solutos no—enlazantes o antienlazantes presentan
factores de retención constantes o aumentan ligeramente con
la concentración micelar. En la práctica, es dif¶cil
diferenciar entre solutos no—enlazantes o antienlazantee,
ya que ambos solutos tienen tiempos de retención muy
próximos al volumen muerto.
Los coeficientes de partición Ksv y ¡<MW tienen efectos
opuestos en la retención. Si Ksw aumenta, la retención
aumenta, pero si KMW aumenta, la retención disminuye debido
al aumento en la partición dentro de la micela.
Cuando la concentración micelar es pequefia el sistema
se asemeja a la cromatografía en fase reversa y Ksv
controla la retención. El efecto sobre la retención es
independiente de la concentración micelar ya que la
cantidad de tensicactivo adsorbido en la fase estacionaria
permanece constante una vez alcanzado el equilibrio micela—
monómero.
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o) Eficacia en CLM
u
Si la introducción de un equilibrio secundario tiene
un efecto favorable desde el punto de vista termodinámica ¡
en la columna, y por tanto en la selectividad, ésta puede
tener un efecto desfavorable en la cinética, es decir en
la eficacia <anchura de los picos cromatográficos).
La eficacia es el punto débil de la CLM. Es bien 1
conocido que las fases móviles puramente acuosas, mojan ¡
mal las fases estacionarias apolares, resultando una
transferencia de masas lenta y poco eficaz. ¡
Para mejorar la eficacia de la fase estacionaria,
~:~rci2~) h:diciona un 2% de n—propanol a la fase móvil u
demostrado que el n—propanol se adsorbe en
la fase estacionaria de sílice apolar destruyendo el estado E
de aglomeración de cadenas alquilicas provocado por el
agua, favoreciendo la eficacia. Este alcohol es u
suficientemente hidrofllicoy el 3%v/v es suficiente para
no destruir la estructura inicelar. En estas condiciones,
las eficacias obtenidas con la fase móvil micelar se
aproximan a las obtenidas con la fase móvil hidro—orgánica
clásica.
Un aumento de la temperatura mejora la transferencia 1de masas y por tanto la eficacia, pero a temperaturas
elevadas, superiores a 1000C, pueden existir problemas de u
solubilización de la sílice. El empleo de una precolumna
seria suficiente para saturar la fase móvil micelar en
sílice.
1
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d) Modificación de la fase estacionaria
Una de las propiedades principales de los
tensioactivos es la de adeorberse en las superficies. Los
tensioactivos, contenidos en la fase móvil micelar, se
adsorben en la fase estacionaria en el interior de la
columna y modifican sus propiedades iniciales.
Adsorción de tena loactivos en la fase estacionaria
Recientemente se ha presentado un estudio de la
adsorción de SDS en cinco columnas diferentes, (275). La
figura 16 presenta las isotermas de adsorción del SDS en
cinco fases estacionarias distintas
La adsorción de tensicactivo aumenta bruscamente hasta
que se alcanza la CMC, a partir de esta concentración
permanece prácticamente constante e igual a 4 y mol/m2 para
columnas de fase ligada. Este comportamiento es debido al
hecho de que la cantidad de tensioactivo adsorbido está
relacionado con la concentración de tensioactivo libre en
la fase móvil y esta concentración permanece invariable por
encima de la CMb. Se puede observar que la cantidad
adsorbida es del mismo orden en las diferentes fases
estacionarias.
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FIGURA 16: Adsorción de SDS en varias fases estacionarias
3
En el caso de tensioactivos no—iónicos se observa un uligero aumento de la cantidad adsorbida por encima de la
OMO. u
Los aditivos orgánicos, utilizados para mejorar la
eficacia, modifican la adsorción de tensioactivos.
Una importante posibilidad que ofrece la CLM, revelada
por las isotermas de adsorción de tensloactivoa en la fase
estacionaria, es poder trabajar con gradientes de elución
sin necesidad de reequilibrar de nuevo la columna. las 1
ventajas que ofrece la utilización de gradientes en
cromatograf¶a son fundamentalmente la reducción de tiempos
de análisis y la mejora de los limites de detección para
aquellos solutos más retenidos.
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Por consiguiente los estudios de las isotermas de
adsorción en cromatograf¶a micelar, demuestran que por
encima de la CMC la adsorción de tensicactivo es constante,
es decir, la superficie de la fase estacionaria es la misma
para un valor de concentración de tensioactivo igual a la
CMC que a una concentración diez veces superior. Entre dos
inyecciones consecutivas con solo efectuar la limpieza de
la columna es suficiente, para conseguir resultados
reproducibles en ambas inyecciones, por lo que la reducción
del tiempo y el menor consumo de disolventes son evidentes
(276).
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1.5. OBJETIVO DE LA INVESTIGACIÓN Y JUSTIFICACIÓN DE 1
ESTE TRABAJO
La contaminación ambiental es debida, bajo el punto
de vista químico a la emisión al medio ambiente de
compuestos orgánicos e inorgánicos derivados en gran parte 3
de las actividades del hombre, entre los que se encuentran
como contaminantes prioritarios los PAHa, estudiados en la 3
presente Memoria.
El control de las emisiones de PAHs al medio ambiente, 3
dadas sus características de riesgo, es un campo que cada
vez tiene mayor importancia y desarrollo para proteger al
hombre de su influencia nociva, para ello será necesario
la identificación y cuantificación de estos compuestos.
Uno de los objetivos de esta Memoria es aprovechar las ¡ventajas que como matrices ofrecen los medios micelares,
de mejorar las caracter¶sticas analíticas de sensibilidad
y selectividad con respecto a las tradicionales, con la U
finalidad de desarrollar nuevos métodos analíticos
sensibles y selectivos para la determinación de PAHs en 3
muestras medio ambientales, teniendo en cuenta los bajos
niveles de concentración en que se encuentran estos 3
contaminantes en el medio ambiente.
Con este fin, y en base a la revisión bibliográfica U
se han elegido las técnicas de fluorimetria y oromatograf la
líquida de alta resolución con detección fluorimétrica en
medios micelares y medios hidro—orgánicos para su
determinación.
En cada uno de los métodos desarrollados se han 3
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U evaluado sus caracter¶sticas analiticas sensibilidad,
selectividad y precisión; estos métodos se han aplicado a1 la determinación de PAHa en muestras de aire urbano, humo
de tabaco y agua potable.¡
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2. PARTE EXFFRJMEP4TAL

2. 1. INSTRUMENTACIÓN
2.1.1. Equipos fluorimétricos
— Espectrofluorímetro Perkin— Elmer MPF—44 A.
— Espectrómetro de luminiscencia Perkin—Elmer LS 30.
— Termostato P—Selecta Frigiterm S—382.
— Patrón de fluorescencia plastificado Perkin— Elmer
nQ 1 (antraceno 1O~ Nl + naftaleno 6x10~1 Nl) para
calibrar la fuente de alimentación.
— Cubetas de cuarzo para fluorescencia de 1.00 cm, de
paso óptico y cierre hermético de teflón, Helíma.
2.1.2. Cromatógrafo de líquidos
El sistema se ha montado según se expone en el esquema
de la figura 17, Consta de los siguientes elementos:
— Bala de Helio 5.2.0.
— Bomba de gradiente Milton Roy CM 4000.
— VÁlvula de inyección con bucle de 20 pl Rheodyne
7125.
— Baño P—Selecta Precisterm
— Detectores fluorimétricos:
a) Waters 420 (filtros: excitación 254 nm;
emisión 375 nm, long pass).
b) Perkin—Elmer LS 30.
— Integrador Milton Ro>’ CI 4100
113
— Columnas cromatográficas
Nucleosil 018;
Ultremex Cl; 3
Hypersil 04; 5
Hypersil Green
Ultraspher; 5
5 14m
~jm (
ym (
PAR
pm (1
(150X4.6 mm) 100 A Phenomenex.
100X4 mm) Phenomenex.
100X4.6 mm) Phenomeflex.
(100X4.6 mm) Shandon.
25X4 mm) Merck.
— Jeringuilla de 50 ;.¡l TP 5050 Unimetrios.
FIGURA 17: Esquema del cromatógrafo
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2.1.3. Muestreadores
Aire
— Captador de partículas de alto volumen MCV
— Filtros de fibra de vidrio Whatman GF/A de
diámetro.
Humo de tabaco
— Máquina fumadora SM 302 (ocho
Fi ltrona.
— Filtros de
especiales
canales alineados)
fibra de vidrio de 44 mm de diámetro
para este tipo de muestras.
— Envases de vidrio de color topacio.
2.1.4. Sistemas de extracción
— Soxhlet P—Selecta.
— Baño de ultrasonidos P—Selecta Ultrasona.
— Matraz kitasato (1000 mí), tapón adaptador de goma
embudos de separación (100 y 1000 mí) Pobel.
15 cm de
Agua
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2.1.5. Sistemas de concentración
— Rotavapor Heidolph vv 2000.
— Sistema múltiple Visiprep a vacio de Supelco. 5
u
2.1.6. Material auxiliar
1
Entre el material auxiliar empleado, se puede citar u
como esencial el siguiente:
— Centrífuga P—Selecta Meditronic de 4800 rpm
(3700 g),
— Bomba de vacio Barna—Vacio. a
— Balanza analítica digital Sartorius HS1, con una
precisión de 0.1 mg.
— Sistema de purificación de agua Millipore.
— Lámpara UV para comprobar la disolución y elución ¡de los PAHa.
— Cartuchos de extracción en fase sólida Sep pak yac
6 cc, Sep pak yac Si 6 oc Waters y Extra sep 3
C18 1000 mg 6cc Phenomenex.
— Filtros de nailon para fase móvil y muestras de ¡
0.45 iJm Lida.
— Micropipetas Brand de 10—50, 20—100, 50—250 y 200— ¡
1000 yl.
— Material de vidrio: matraces de 1, 2, 5, 10, 25, 50, ¡
250, 500 y 1000 mí, vasos de precipitado, . . de
calidad contrastada Pobel,
— Termómetro, 250±100. ¡
— Programas informáticos: WordPertect 5. 1 (tratamiento
de textos), Fig—P (Elaboración de gráficos) y ¡
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Harvard Graphics V 2.0 ( Elaboración de dibujos).
2.2. REACTIVOS
2.2.1. Patrones de PAHa
Ao e na f teno, en tracen o
benzo(a)pireno, benzo(e)p ireno,
criseno, dibenzo(a, h)antraceno, fenan
fluoreno, naftaleno y pireno (Sigma y
benzo(a)antraoeno
benzo(ghi)peri leno,
treno, fluoranteno,
Ser va)
2.2.2. Tensicactivos
Dodecil sial
pentanosul fonato
bromuro de cetAl
tato de sodio (SDS) (Fluka pureza >97%),
de sodio (5%) (Fluka pureza> 98%) y
trirnetil amonio (CTAB) (Serva).
2.2.3. Disolventes
— Metanol y acetonitrilo Carlo Erba de calidad pera
HPLC.
— Cloruro de metileno, hexano, dietil éter,
ciclohexano y acetona de calidad para análisis.
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2.2.4. Otros productos quimbas
— Agua purificada con el sistema Milli—Q (Millipore).
— Nitrato de sodio (Merck).
— Nitrato de potasio (Merck).
— Sílice gel de 60 mallas (Merck).
2 2. MUESTRAS
2.3.1. Aire urbano de la ciudad de Madrid
Tomado en la Ciudad Universitaria y Paseo
u
del Prado.
Mi,
M5,
1993.
M2, Mi y M4
M6, MI, M8,
tomadas
MO y MiO,
durante el invierno
tomadas durante el
1
de 1992. U
invierno de
¡
¡
2.2.2. Humo de tabaco rubio y negro
Las muestras de humo de tabaco han si
por D. Joaquín Sarabia López Jefe del
investigación de una empresa privada.
do proporcionadas
departamento de
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2.3.3. Agua potable (doméstica y de embalse)
Tomada en la Facultad de C.Quimicas de la Universidad
Complutense de Madrid y en loe embalses de la Pinilla (Mi),
Valmayor (M2) y Picados (Mt de la provincia de Madrid
durante el verano de 1993.
2.4. PROCEDIMIENTOS
2.4.1. Estudio fluorimétrico de PAHs
2.4.1.1. Preparación de disoluciones patrones de PAHs
y de tensioactivos
Se han preparado las siguientes disoluciones:
— Disoluciones patrones de los 13 PAHs de concentraciones
comprendidas entre lXiC3 M (fenantreno) y iXicV4 M
(benzo(ghi)perileno), preparadas disolviendo el corres-
pondiente producto sólido en metanol con ayuda de la
agitación por ultrasonidos durante 15 a 30 minutos
aproximadamente. Las disoluciones una vez preparadas se
guardan en frigorífico en frascos topacio.
— Disoluciones acuosas micelares de SPS (Pm = 192.
(Pm = 384.5) y SDS (Pm = 288.38). Para ello con
baPio de ultrasonidos se disuelven en agua 2.90
0.51 g de CTAB y 7.21 g de SDS y se llevan a
21), CTAB
ayuda del
g de SPS,
matraces
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aforados de 100,
concentraciones de
1.SX1O< M de SPS
(chic 8.0X104 $1)
(277).
1000 y 500 ml respectivamente; las
las disoluciones resultantes son de
(ChiC = i,iXl6< M), 1.4X103 M de CTAB
y i.5Xi02 Nl de SDS (ChiC = 8.iX10<~ Nl) u
1
2.4.1.2. Registro de los espectros de fluorescencia
A partir de las
el apartado anterior,
disoluciones
se toman al
de PAHs obtenidas segun
icuotas con micropipeta
que se llevan a un matraz aforado de 5 mí, enrasando
metano 1 y se
obteniéndose a
disolución se
la concentrac
llevan a dos
enrase con m
tensioactivo.
ultrasonidos
agita en
sí una sol
toman dos
jón final
matraces
etanol y
Se
durante
ultrasonido duran
ución intermedia. A
alícuotas iguales,
sea del orden de 3
atorados de 5 ml
el otro con disol
agitan ambas
un tiempo de uno
te un minuto,
partir de esta
(de manera que
X 10~ Nl.) y se
uno de ellos se
ución micelar de
disoluciones en
y cinco minutos
respectivamente.
A continuación se registran los espectros de
excitación y de emisión de los PAHs de las dos disoluciones
a las longitudes de onda óptimas de cada uno de ellos. Para
el registro de los espectros de excitación se mantiene
constante la longitud de onda óptima de emisión y para el
registro de los espectros de emisión se fija la longitud
de onda óptima de excitación.
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2.4.1.3. Influencia del tiempo y la temperatura
Para
tiempo se
mice lar,
concentrac
f 1 uorescen
exci tación
intervalos
el estudio de la estabilidad con respecto al
preparan disoluciones de PAHs en medio acuoso
según el procedimiento anterior y en
iones del orden de SxiOT M; la intensidad de
cia se mide a las longitudes de onda óptimas de
y de emisión, a temperatura constante y a
regulares de tiempo hasta las 24 horas.
Para el estudio de la influencia de la temperatura se
mide la intensidad de fluorescercia de las disoluciones a
igual concentración que las anteriores, en el intervalo de
temperaturas comprendido entre E y 3000.
2.4.1.4. Calibrados
Se preparan series de disoluciones patrones de los
distintos PAHs, en medio micelar, a diferentes
concentraciones, en el intervalo de 0.05 a 186 ng/ml y se
agitan en ultrasonidos durante 5 minutos, La intensidad de
fluorescencia se mide a las longitudes de onda óptimas de
excitación y de emisión de cada uno de los PAHs frente al
blanco, que se mide repetidas veces. Así se obtienen las
rectas de los calibrados que se ajustan por mínimos
cuadrados.
Para el
realizan diez
estudio de la precisión del método,
medidas en el punto medio del calibrado.
La intensidad de fluorescencia se mide a
se
la
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temperatura de 100C.
u
2.4.1.5. Selectividad
Se mide la intensidad de
distintos PAHs en solución micelar
a la del punto medio del calibrado
FAHs en relaciones de concentraoi
1:10, 1:100 y 1:1000.
2.4.1.6. Determ
urbano
fluorescencia de
en concentración
y en presencia de
ón: PAH/PAHinterfer
mación fluorimétrica de FAHs en aire
2.4.1.6.1. Toma demuestra, extracción y purificación
Las muestras de aire particulado se han tomado en la
Ciudad Universitaria y Paseo del Prado de la ciudad de
Madrid durante el invierno de 1992. La preparación de las
mismas seespecifica detalladamente en el apartado 2.4.3.1.
2.4.1.6.2. Evaluación y expresión de los resultados
Para la evaluación de PAHs en el aire particulado
han utilizado los dos métodos siguientes
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a) Método de adiciones estándar
A una serie de matraces aforados de 5 ml se les
adicione una alícuota del extracto orgánico procedente de
la muestra de aire. A continuación se les aPiaden. a
excepción del primero, volúmenes crecientes de disolución
patrón del PAH a determinar, seguidamente se enrasan con
la disolución micelar de SOS o CTAB, y se agitan durante
5 mm en el baPio de ultrasonidos. Esta operación se realiza
por triplicado. La intensidad de fluorescencia se mide a
iot, a las longitudes de onda óptimas de e<citación y de
emisión del PAH correspondiente frente al blanco, que se
mide repetidas veces.
b) Método de la serie de patrones
En matraz aforado de 5 ml se toma una alícuota del
extracto procedente de la muestra de aire urbano y se
enrasa con las disoluciones micelares de SDS o CTAB, Para
su evaluación se toman como referencia los calibrados que
se obtienen según el procedimiento descrito anteriormente.
2.4.2. Estudio de PAHs por cromatografía líquida de
alta resolución <HPLC)
2.4.2.1. Preparación de disoluciones patrones de PARa
Para este estudio se utilizan disoluciones
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Eindividuales de PAHs obtenidas según se indica en el
apartado 2.4.1.1. diluidas convenientemente y disoluciones u
patrones que contienen la mezcla de los 12 PAHs estudiados.
Estas últimas se preparan a partir de las anteriores y en
concentraciones del orden de lxl&5 a 1x106 Nl. A partir de
estas disoluciones y por dilución con metanol se preparan
otras a los niveles de concentración deseados.
2.4.2.2. Preparación de la fase móvil 1
1
a) Solución micelar de SOS 1
Se preparan disoluciones acuosas de SOS en 3
concentraciones comprendidas entre 0.05 Nl y 0.20 Nl, para
ello se disuelve, con ayuda del baso de ultrasonidos, el 1
producto sólido en agua y se lleva a un matraz aforado de
500 ml.
Cuando se utiliza modificador orgánico, se adiciona
el volumen deseado de éste. 1
Estas disoluciones se filtran a vacio utilizando 5
filtros de nailon Lida de 0.45 pm. Para ello se aplica el
vacio suavemente con el fin de que no se forme espuma en 1
el kitasato, ya que sería obstáculo para seguir la
filtración del eluyente.
1
u
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u
1
b) Hidro—orgánica
Los eluyentes utilizados,
han filtrado con el mismo tipo
el apartado anterior.
Cuando se ha util
filtrado igualmente.
metano) y acetonitr
de filtro de nailon
izado agua en la fase móvil se
2.4.2,3. Puesta a punto del instrumento
Se conectan entre sí todos los elementos del sistema
según se expone en el apartado 2. 1.2. , asegurándose que no
hay fuga de eluyentes y que las conexiones eléctricas son
correctas. Se espera unos minutos e que se estabilice el
equipo, especialmente el detector.
Se colocan los depósitos de la fase móvil a un
más elevado que el nivel de la bomba, 15
aproximadamente, y se cebe la misma, asegurándose que
queden burbujas de aire en las conducciones utilizadas.
Se purga la bomba en las condiciones iniciales de
fase móvil utilizada y a continuación se programa
gradiente empleado en cada caso.
nivel
cm
no
la
el
Se lleva la bomba
excepto en aquel caso
incrementos de 0. 1 ó 0.
siempre
que se
2 mí/mm
hasta un
indique
con el f
flujo de 1 mí/mm,
lo contrario, con
in de evitar golpes
lo
que
se
en
ha
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de presión que podrian perjudicar a la columna U
cromatográf ica. 3
Cuando se utiliza el detector fluorimótrico LS 30, se
programan las parejas de longitudes de onda de excitación
y emisión seleccionadas. En aquellos casos que ha sido
necesario se han utilizado factores de atenuación a lo
largo del programa. u
Por otra parte, cuando se utiliza el detector de
fluorescencia, Waters 420 (254 nm de excitación y 375 nm
5de emisión), se comprueba, como es lógico, que se puede
llevar la sePal del detector a cero, con el fin de eliminar
la selial del blanco. fi
Estos detectores se utilizarán independientemente, 3
dependiendo del método empleado.
Se esperan 15 mm como minimo a que se equilibre la
columna cromatográfica con el eluyente y se inyecte una
mezcla de patrones, se considera el sistema preparado,
cuando no haya cambio significativo en los tiempos de
retención, _
2.4.2.4. Procedimiento exper imental
¡
Tanto las disoluciones patrones como las muestras, se
1inyectan mediante un bucle de 20 pl, utilizando la
jeringuilla de 50 Ial.
U
u
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2.4.2.4.1, Cromatografía líquida micelar (CLNl)
a) Régimen isocrático
En este estudio se inyectan disoluciones
de PAHs en el intervalo de concentraciones
entre 0.1—44 ng/pl y mezclas de los PAHs:
naftaleno, acenafteno, fenantreno, pireno y
concentraciones del mismo orden que las anter
individuales
comprendido
cr i seno,
iores.
en
El estudio de la separación crornatográfica se lleva
a cabo utilizando las fases estacionarias Nucleosil 018,
Ultremex Cl e Hypersil 04, fase móvil micelar de SOS a
diferentes concentraciones y en presencia de modificador
orgánico y caudal 1 mí/mm. Para la detección se utiliza
el detector fluorimétrico Waters 420 con filtros de 254 nm
de excitación y 375 nm de emisión, long pass. Las columnas
se termostatan a diferentes temperaturas (20~70oC).
Para efectuar este estudio, se acondiciona previamente
la columna, utilizando diferentes gradientes de la tase
móvil SOS—modificador orgánico/agua, según la naturaleza
de la fase estacionaria, tal como se detalla en el apartado
3.2.1.1. de la presente Memoria.
b) Régimen de gradiente
La determinación de
fluorimétrica se lleva
estacionaria la columna
los PAHs
a cabo
Nucleosi 1
por HPLC
utilizando
016, como
y detección
como fase
fase móvil
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gradiente de acetonitrilo/SOS (0.2 Nl) indicado en la
tabla 30 (apartado 3.2.2.2.2.), y caudal de 0.85 ml/mm.
Para la detección se utiliza el detector fluorimétrico
Waters 420 (254 nm de excitación y 375 nm de emisión). La
columna se termostata a la temperatura de 22 0C.
Para la obtención de los calibrados se inyectan 5
mezclas patrones de PAHe en dos porciones, por una parte
fluoreno y criseno, y por otra los once PAHe restantes. Las uconcentraciones de las mezclas varian en el intervalo de
0.002—59 ng/pl, obtenidas por diluciones sucesivas hasta ¡
donde los limites de detección de los PAHs lo permiten.
Para llevar a cabo este estudio la columna se ¡
acondiciona previamente, tal como se especifica en el
apartado 3.2.2.2.2. de esta Memoria. 3
Para comprobar que las columnas estaban 3
acondicionadas, tanto en régimen isocrático como en
gradiente, se toma como referencia el tiempo de retencion ¡del naftaleno para lo cual se inyecta éste tres veces
sucesivas.
2.4.2.4.2. Cromatografía líquida en fase móvil hidra— 1
organ ica
3
La determinación de los PAHs por HPLC y deteccion 1fluorimétrica se lleva a cabo utilizando como fases
estacionarias las columnas Hypersil Green PAH y Ultraspher
como fase móvil gradientes de acetonitrilo/agua y caudal 3
de 1 mí/mm. Para la detección se utiliza el detector
fluorimétrico LS 30 de longitudes de onda variable. Las
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¡
columnas se termostatan a la temperatura de 220C.
a) Columna Hypersil Green PAH
La separación de PAHa se lleva a cabo utilizando el
gradiente de acetonitrilo/agua indicado en la tabla 36
(apartado 3.2.3.1.1.) y para la detección el programa de
parejas de longitudes de onda de excitación/emisión
especificado en la tabla 37 del mismo apartado.
Las rectas de calibrados se obtienen inyectando
mezclas patrones de los 13 PAHs . Estas mezclas se preparan
tomando alícuotas de la disolución patrón de partida y
efectuando diluciones sucesivas en el intervalo de
concentraciones de 0.014—5.84 ng/Ial.
b) Columna Ultraspher
Para
aceton itt’
detección
de onda
correspond
esta fase estacionara se utiliza el gradiente
lo/agua indicado en el apartado 3.2.3.2.1. y la
fluorimétrica se lleva a cabo a las longitudes
óptimas de excitación/emisión 295/405 nm,
ientes al benzoCa)pireno.
2.4,2.5. Evaluación de los cromatogramas
El integrador además de obtener el cromatograina,
presenta los resultados en forma de tabla formada por dos
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columnas. En la primera, aparecen los tiempos
de cada uno de los PAHs y en la segunda, el
uno de los picos cromatográficos, que sirven
la identificación (tiempos de retención) y cuant
de los analiltos (áreas de los picos cromatográf
2.4.3. Determinaci
de tabaco y
2.4.3.1. Aire
ón de
agua
de retención
área de cada
de base para
ificación
icos)
E
a
u
u
u
PAHa por HPLC en aire, humo
E
de
f icación
muestra, extracción y
Toma de muestra
Las tomas de muestras se han efectuado en un punto de
muestreo situado dentro del casco urbano de la ciudad de
Madrid, con un tráfico rodado de 105000 vehículos/d’ia. El
captador de aire particulado, MCV, de alto volumen (figura
4, apartado 1.2.1.3.) se encuentra situado en una terraza
de un edificio que dista del suelo una altura de 25 m. Las
muestras se han tomado durante el periodo de invierno de
1992 y 1993. El volumen medio de aire recogido fué del
orden de 300—800 m3. Los filtros utilizados han sido de
fibra de vidrio Whatman GF/A de 15 cm de diámetro
previamente calcinados a 450W durante 24 Fi,
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2.4.3.1. 1. Toma
pur
¡
¡
3
¡
1
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Extracción
El aire particulado se ha extraído de los filtros por
agitación en baPio de ultrasonidos con 50 ml de cloruro de
metileno durante 20 minutos y centrifugando posteriormente
a 4000 rpm durante 20 minutos. Esta operación se repite dos
veces, Unidos los dos extractos se concentran en rotavapor
a vacío hasta un volumen del orden de 1 ml.
Purificación o clean—up
Para efectuar esta etapa se ha utilizado gel de s¶lice
previamente tratada en
durante 6 horas (3 ciclo
a iSO0C durante 24 horas
fin de homogeneizar la
hasta un 5% de su peso.
de sílice y se les añade
introduce en una columna
1 cm de diámetro inter
formación de burbujas en
soxhlet con cloruro de metileno
a/hora). A continuación,
Con ayuda del rotavapor
sílice se desactiva ésta
Seguidamente se pesan 8
cloruro de metileno, la
de vidrio de 40 cm de
no, con precaución de
el relleno; para ello
se activa
y con el
con agua
g de gel
mezcla se
longitud y
evitar la
se aplican
golpes suaves a la columna con una varilla de vidrio.
Posteriormente, se eluye el cloruro de metileno durante 1
hora con un caudal de 1 mí/mm aproximadamente y, antes de
que quede la superficie del relleno al aire libre, se eluye
con 40 ml de n—hexano. A continuación se inyecta el
extracto, arrastrandolo con 1 ml de cloruro de metileno,
y posteriormente se procede a la elución en primer lugar
con 25 ml de n—hexano ( 1~ fracción: hidrocarburos alifá—
ticos) y en segundo lugar con 40 ml de n—hexano/clOrurO
de metileno (4/1), (y/y), (2~ fracción: hidrocarburos
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pol iaromáticos).
u
2.4.3.1.2. Procedimiento experimental ¡
El extracto correspondiente a la segunda fracción que 3
contiene los PAHs se conoentra en rotavapor a 4000 y
finalmente se eliminan las últimas Gotas del disolvente
bajo corriente de nitrógeno. El residuo se disuelve en 5
6 10 ml de metanol en matraz aforado, dependiendo del ¡
volumen de aire muestreado. Finalmente se filtra la muestra
con filtro de nailon Lida, de 0.45 Pm de tamaño de poro y ¡se guardan las muestras en frascos topacio bien cerrados
con refrigeración a 400. ¡
A los extractos que no se les aplica la etapa del
clean—up, se les hace directamente el cambio de disolvente 3
con metanol.
Finalmente se aplican los procedimientos especificados ¡
en los apartados 2.4.1.6.2., 2.4.2.4.1.b. 6 2.4.2.4.2.a.,
según el método que se aplique, para la cuantificación de ¡
los PAHs.
El proceso seguido desde la toma de muestra hasta la ¡
obtención de la fracción de PAHs se esquematiza a
cont inuac ion: ¡
1
u
u
132 ¡
Filtro de fibra F — —L — — — de vidrio ———-> Extracción
Rotavapor
a 1 ml
0,6 ml
ml
1 Olean-up J-~.-.-~..h9
í~ rotavapor L
2~ a 1 mi metano! r
boncentraciání Cloruro de mebleno
— — — Agitadón ulúseonidos
50 mi; 20 ni la
-4-,
Lc~bío de diaoinnts ¡
r Filtro
LMI2r0Altre~6n 0,45 pm
— — nalion
> Análisis
Esqema de preparación de la muestra de aire particulado
8 g de tillas gel
activada con 5% de agua
A: n~hexano 26 ni hidrocarburos
aiifát loos
B: n-hexano/cioruro de metileno(4:1)40 rnl......+ PAHa
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E2.4.3.2. Humo de tabaco
2.4.3.2. 1. Toma de muestra, extracción y purificación
Toma de muestra
Para la toma de muestras de humo de tabaco se ha
utilizado la máquina fumadora de ocho canales, indicada en
la figura 5 del apartado 1.2.1.3. Dicha máquina opera bajo
unas condiciones controladas y establecidas según la Norma
ISO 3308 (99).
Para la captación de las partículas del humo de tabaco
se han utilizado filtros de fibra de vidrio también
normalizados para este tipo de muestras. La cantidad de
humo retenido en cada filtro es la correspondiente a 5
cigarrillos.
Por otra parte, los cigarillos que se analizan poseen
un grado de humedad del 60 ±5% y temperatura de 22 ±2W.
Extracción
El proceso de extracción se
ultrasonidos, utilizando 10 ml
30 minutos. Del extracto se
purificación.
lleva a cabo en baFio de
de ciclohexano, durante
toman 2 ml para su
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Pur ificación
Para llevar a cabo este proceso se utilizan cartuchos
Sep pak yac Si. En primer lugar se acondiciona el cartucho
pasando a través de su lecho 15 ml de ciclohexano,
utilizando para ello el sistema visiprep, posteriormente
se introducen los 2 ml del extracto en el cartucho y se
elimina el disolvente bajo una ligera corriente de aire,
hasta sequedad total del cartucho.
Posteriormente se eluye el compuesto de interés
2 ml de cloruro de metileno,
con
2.4.3.2.2. Procedimiento experimental
Una vez elulda la muestra, se deja
ligera corriente de aire hasta sequedad.
disuelve el residuo con 1 ml de metanol
de ultrasonidos durante 5 minutos.
Para proteger
recogido se filtra
microfiltración de
Finalmente se ap
apartado 2.4.2.4.2. b.
la separación y cuant
evaporar bajo una
A continuación se
y se agita en baño
la columna analítica, el extracto
antes de su inyección en unidades de
nailon de 0.45 pm.
lica el procedimiento descrito en el
utilizando la columna Ultraspher para
ificación de benzo(a)pireno.
A continuación se presenta un esquema del proceso
global seguido:
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5 Ci9ardIIcs Má~uirs fumadora captación Filtro fibra
—* acanales alineados —.---—--4. de vidrio
SM 302 partlculas 44 mm
Extracción
10 ml
ciolohexano
SxlO mm
(Ultrasonidos)
E
u
1
u
1
E
1
¡
1
u
u
u
¡
¡
u
u
u
u
¡
1
Mlorollltraclán
* 15 ml de ciclohexano
Esquema de la preparación de la muestra del humo de tabaco
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2 ml de extmacto
Int~oduclr en cartucho
acondicionadot
(Sep pak 81,500 mg)
Secar
Sequedad total
bajo corrientede aire
(‘~siprep)
10 Sequedad a vado
r Llevar a 1 ml
30 Agitar 5 miii,
ultrasonidosdwNer&e
Análisis
2.4.3.3. Agua
2.4.3.3.1. Toma de muestra, preconcentración y
extracción
Torna de muestra
Se han tomado muestras de agua potable, doméstica y
de embalse, de la provincia de Madrid durante el verano de
1993. Tanto el agua de grifo como la de embalse se han
tomado directamente en frascos topacio. Estos frascos se
aclaran previamente con el disolvente que se utiliza como
eluyente de los PAHs en HPLC, que en este caso concreto,
es acetonitrilo.
Las muestras de agua se han tomado en esta Facultad
durante el mes de junio y las de los embalses de La
Pinilla, Valmayor y Picados, durante los meses de junio,
Julio y septiembre respectivamente. Estas muestras se han
depositado en frigoMfico a 40C para su posterior análisis.
Para la extracción y preconcentración de las muestras
se utilizan cartuchos Sep pak yac tClS; éstos requieren un
acondicionamiento previo para activar el empaquetamiento
antes de la preconcentración de la muestra.
El acondicionamiento de los cartuchos consiste en
pasar dos veces sucesivas 6 ml de metanol y seguidamente
otras dos veces 6 ml de agua Nlilli Q.
El sistema de preconcentración (figura 18) permite una
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1rápida y cómoda extracción de diferentes volúmenes de
muestra. Un embudo de separación se coloca como reserva de
muestra sobre otro embudo más pequeño, que está conectado
al cartucho en su extremo abierto, De esta forma el manejo
de la muestra es minimo y el procedimiento se hace más
cómodo y seguro.
E)
través
acond it i
volumen de muestra de agua, 1500 mi, se
del cartucho inmediatamente después
onami ento.
jeringuilla
HQ 18-20
FIGURA 18: Sistema de preconcentración
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A continuación, el cartucho que ha retenido los
compuestos de interés, los PAHa, se coloca en el sistema
Visiprep. Se seca con una corriente de aíre suministrada
por la bomba de vacio a una presión de —7 in Hg durante
5 mm. Seguidamente se centrifuga durante 5 mm a 2000 rpm.
Posteriormente los PAHs retenidos se eluyen con dos
porciones de dietil eter, la primera 3 ml y la segunda,
1 ml . Las dos porciones se recogen conjuntamente en un tubo
de extracción graduado.
2.4.3.3.2. Procedimiento experimental
La muestra así eluida se deja evaporar bajo una ligera
corriente de aire, aproximadamente en un tiempo de 8
minutos. Durante esta evaporación el tubo de extracción se
introduce en un vaso que contiene agua a la temperatura
22±2W.
En estas condiciones de trabajo siempre queda una
pequefUlsima cantidad de agua, del orden de 50 .11 (1 gota)
que no afecta a la determinación, Este residuo se lleva e
1 ml con metanol, y se agita en baño de ultrasonidos
durante 5 mm.
Con el fin de proteger la columna analitica, el
extracto recogido se filtra previamente a su inyección en
unidades de microfiltración de nailon de 0.45 Iam.
Finalmente se aplica el procedimiento descrito en el
apartado 2.4.2.4.2.a. para la separación y cuantificación
de los PAHs.
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A continuación ea presenta un esquema del
procedimiento real izado para la preparación y determinación
de la muestra de agua:
Muestma de agua MlfrncIón filio
V=íBWmI +CA5pmde
101100
Pr.tonctiitrci¿fl
u
Esquema de determinación de PAHe en muestres de agua u
• Aoondlclon.rni.nto:
l~ hO ml metanol
2x8 mi agua MW-O
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2.4.3.4. Evaluación y expresión de los resultados
La identificación de los PAHs en las muestras reales
se lleva a cabo tomando como base los tiempos de retención
de los diferentes PAHs. Para su cuantificación se toman
corno referencia las áreas de los picos cromatográficos.
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3. RESUL TAEX9S YD~SCUSXONES

31. ESTUDIO FLUORIMÉTRICO DE PAHa EN SOLUCIONES
MICELARES DE TENSIDACTIVOS IONICOS
Teniendo en cuenta la importancia que tienen los PAHe
desde el punto de vista de su toxicidad, se hace necesario
el poner a punto nuevos métodos analíticos que ofrezcan
mayores ventajas frente a los ya existentes. Debido a esto
y teniendo en cuenta las ventajas que ofrecen las
soluciones micelares desde el punto de vista analítico, a
continuación se presenta un estudio fluorimétreco en
solución micelar con vistas a proponer nuevos métodos de
determinación de PAHs sensibles y selectivos.
3.1.1. Espectros de fluorescencia de los PAHa en
soluciones individuales de tensiosotivos
iónicos: SPS, SDS y CTAE
Con el fin de determinar las longitudes de onda
óptimas de excitación y emisión de las disoluciones
individuales de los PAHs, en soluciones micelares de
pentano sulfonato de sodio (SPS), dodecil sulfato de sodio
(SDS) y bromuro de cetil trimetil amonio (eTAS) se han
registrado los espectros de fluorescencia, procediendo de
la forma indicada en el apartado 2.4.1.2.
Dado que de los dos tensicactivos aniónicos ensayados,
el SDS ofrece mejores resultados, a continuación se
presentan los espectros de excitación y emisión de cada uno
de los PAHs pireno, benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno y
benzo(ghi)perileno en los medios de SOS y CTAB. También se
incluyen los obtenidos en metanol con fines comparativos.
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1— Espectros del pireno
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Se han seleccionado estos PAHs por ser los más
abundantes en el medio ambiente y además porque las
intensidades de fluorescencia de estos compuestos se ven
incrementadas notablemente en estos medios micelares.
En la tabla O se resumen las longitudes de onda ¡
óptimas de cada uno de los PAHs en los cuatro medios ¡
estudiados.
u
En ella puede observarse en general, que las
longitudes de onda óptimas de excitación y emisión de los U
PAHs en SDS y CTAB no experimentan desplazamientos 1
significativos con respecto a las que presentan en metanol.
En medio micelar de SDS cabe destacar el benzo(e)pireno que
experimenta un desplazamiento de la longitud de onda de
excitación de 40 nm hacia la región visible. En solución E
micelar de SPS se observan desplazamientos del orden de
50 nm, de las longitudes de onda de emisión hacia el
visible del benzo(ghi)perileno, benzo(e>pireno y criseno 3
asl como del fluoranteno hacia el ultravioleta, y de 40 nm
hacia el visible, de la longitud de onda de excitación del ¡
benzo(e)pireno.
u
a
150 g
3
u
TABLA 9
Longitudes de onda óptimas de excitación/emisión de los
PAHs
NO PAl-ls
Aex / A,~, nm
PAH-SDS PAH-CTAB PAH—SPS PAH-MeOH
1 Pireno 335/386 335/386 336/390 335/376
2 B(a)a 288/388 284/390 285/398 287/386
3 B(ghi)p 300/420 290/420 305/472 300/420
4 Fenantreno 250/365 250/367 250/366 250/365
5 B(e)p 330/390 290/391 330/440 290/390
6 B(a)p 294/405 298/408 290/408 295/405
7 Aoenaf teno 290/325 290/323 290/324 290/325
8 Naftaleno 280/325 292/325 280/324 280/325
9 Criseno 270/365 270/382 270/408 265/365
10 Fluoranteno 285/465 267/470 290/408 285/465
11 Fluoreno 260/308 260/305 260/301 260/306
12 Db(ah)a 290/400 290/398 290/410 290/395
13 Antraceno 377/404 360/405 358/404 356/402
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3.1.2. Factores de sensibilización de los PAl-ls en
estos medios
Se definen como
fluorescencia del PAH
de onda óptimas y la
en metano 1 a sus long
ISOS/IMCOH y ICIAB/IHeOH -
En la tabla
sensibilización de
micelares de SPS, SDS
la relación entre la intensidad de
en solución micelar a sus longitudes
intensidad de fluorescencia del PAH
itudes de onda óptimas Isps/INCOH,
10 se indican los factores de
los distintos PAHs en soluciones
y CTAB.
Factores de
micelares de
sensibi 1
SPS, SDS
Tabla 10
ización de
y CTAB.
los PAHs en soluciones
PAHs I~p~ /‘~pp~ Iqflq/I~~p~4 ItThR/Ij~~pH
Pireno 2.3 8.6 3.1
B(a)a 1.0 3.3 1.7
B(ghi)p 1.7 3.0 3.3
Fenantreno 4.4 3.0 1.5
E(e)p 2.3 2.6 1,6
B(a)p 1.3 2.5 1.7
Acenafteno 3.0 2.4 2.0
Naftaleno 0.4 2.1 1.7
Criseno 1.0 2.1 0.8
Fluoranteno 2.1 1.4 0,3
Fluoreno 1.2 1.3 1,0
Db(ah)a 0.8 1.1 0.8
Antraceno 0.9 1.1 0.2
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En medio micelar de pentano sulfonato de sodio ocho
PAHe presentan factores de sensibilización superiores a 1
siendo el fenantreno el que presenta mayor factor e igual
a 4.4. El dibenzo(a.h)antraceno, antraceno y naftaleno lo
presentan inferior a uno. Este hecho hace suponer, que
estos hidrocarburos interferirán en menor cuantía en la
determinación fluorimétrica de los restantes PAHs en este
medio.
Por otra parte, se deduce que el empleo del medio
micelar de SDS puede proporcionar un método más sensible
y selectivo para la determinación de la mayoria de los PAHs
con respecto al metanol, pues presentan factores de
sensibilización superiores a 1 once PAHs de los trece
estudiados. Destaca especialmente el caso del pireno que
presenta el máximo factor de sensibilización, igual a 8.6.
En solución micelar de eTAS, el B(ghi)p es el PAH que
presenta mayor factor de sensibilización, igual a 3.3 por
lo que el empleo del medio micelar de CTAB podrá
proporcionar un método bastante más sensible y selectivo
para su determinación que en medio metanol.
Los factores de sensibilización inferiores a 1 pueden
atribuirse a diversas causas entre las que pueden citarse
procesos de conversión interna y procesos de transferencia
de energía.
Si se comparan los factores de sensibilizacion de los
PAHs en los medios aniónicos, es evidente que se obtienen
mejores factores de sensibilización en medio micelar de
SDS. Debido a esta cualidad, el resto del estudio se
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realiza en soluciones micelares de SDS y CTAB.
Cabe indicar que el estud
determinación fluorirnétrica
posteriormente, esté basado en
de la selectividad en la 1
de PM-ls, como se vera
estos resultados.
3.t3. Influencia del tiempo en la estabilidad de las
disoluciones analíticas.
Para efectuar este estudio se ha seguido el
procedimiento 2.4.1.3. descrito en la parte experimental.
En general, tal como queda reflejado en la tabla 11, las
disoluciones son estables al menos durante 24 horas; en
solución micelar de SDS no se aprecian cambios
significativos en la emisión de fluorescencia en el
intervalo de tiempo estudiado a excepción del pireno y
fenantreno en que se produce una disminución de la señal
de fluorescencia del 14 y 5% respectivamente.
En solución micelar de CTAB se producen disminuciones
apreciables en la intensidad de fluorescencia del
acenafteno, fluoranteno y antraceno siendo éstas de 35, 18
y 15% respectivamente.
Por consiguiente teniendo en cuenta este
vez preparadas las disoluciones, las
fluorescencia se efectúan durante la primera
estudio,
medidas
hora.
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disol uciones -
Tabla 11
del tiempo en la estabilidad
PAH
— Al, (E; (0 — 24) Fi
PAH—SDS PAH—CTAB
Pireno 14 —
B(a)a — —
B(ghi)p — —
Fenantreno 5 —
B(e)p — —
E(a)p — —
Acenaf teno — 35
Naftaleno — —
Criseno — —
Fluoranteno 18
Fluoreno — —
Db(ah)a — —
Antraceno — 15
3.1.4. Optimización de la temperatura de medida.
Como es sabido la temperatura puede influir
notablemente en la emisión de fluorescencia por lo que se
ha procedido a su optimización. Para ello se ha efectuado
este estudio siguiendo el procedimiento descrito en el
apartado 2.4.1.3., en el intervalo de temperatura de 10 a
3000.
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El efecto de la temperatura sobre la intensidad de
emisión de fluorescencia se muestra en la tabla 12. Como
era de esperar la intensidad de fluorescencia disminuye
conforme aumenta la temperatura debido a un mayor grado de
competencia entre la emisión de fluorescencia y los
procesos no radiacionales que tienen lugar a elevadas
temperaturas.
Tabla 12
Influencia de la temperatura en la intensidad de
fluorescencia.
PAH — AIF, (%); (lo — aoVc
PAH-SDS PAH-CTAB
Pireno 29.2 26.4
B(a)a 10.8 9.~1
B(ghi)p 12.0 16.6
fenantreno 15.1
6(e)p 16.3 6.7
E(a)p 122 13.3
Acenafteno 12.6
Naftaleno 4.2
Criseno 10.2 11.2
El uoreno 7.8
Db(ah)a 8.8
Antraceno 9.2
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El caso más notorio es el pireno, que disminuye un
29.2% y 28.4% su intensidad de fluorescencia en los medios
de SDS y CTAB respectivamente. La variación de la
intensidad de fluorescencia del pireno en medio de SOS con
la temperatura queda reflejada en la figura 19. Este efecto
es critico para este PAH ya que es el que presenta mayor
factor de sensibilización.
Debido a esta característica, en los estudios
posteriores se termostatan las disoluciones analíticas a
la temperatura de 1000.
tco
‘o—
‘o-
6
Temperatura, 0C
FISRA 19: Influencia de la ten’peratura en la intensidad de
fluorescencia del pireno en medio SOS.
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3.t5. Características analiticas en los medios
micelares de SDS y CTAB
Para poder determinar la cantidad de PAHs que contiene 1
una muestra, es necesario conocer la relación que existe
entre la concentración de aquellos y la medida que se fi
realiza, en este caso la intensidad de fluorescencia, esa
relación la dan los calibrados. Por otra parte también es £
importante conocer las características anal¶ttcas del
método, es decir, precisión, sensibilidad, —expresada por ¡
la pendiente de los calibrado y los l¶rnites detección y
determinación— y selectividad. ¡
3.1.5.1. Calibrados ¡
Para la obtención de las rectas de calibrado se ha ¡
llevado a cabo el procedimiento descrito en el apartado ¡
24.1.4. de la parte experimental,
En solución micelar de CTAB solo se han considerado ¡
aquellos PAHs cuyos factores de sensibilización son
superiores a 1. ¡
Los limites superiores de linealidad se resurnen en la ¡tabla 13. Estos, corresponden al intervalo de linealidad
estudiado, siendo su amplitud inversamente proporcional a ¡
la sensibilidad da cada uno de los PAHs, teniendo en cuenta
que para la obtención de los calibrados se han fijado £valores máximos de las intensidades de fluorescencia delorden de 100 unidades.
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TABLA 13
Limites superiores de lineal idad estudiados
PAH PAH—SDS, ng mV1 PAH—CTAB, ng mV1
Pireno 0.20 12
B(a)a 0.46 28
B(ghi)p 2.74 7.4
Fenantreno 17.8 13
B(e)p 6.4 25
B(a)p 0.38 2.3
Acenafteno 22 15
Naftaleno 12.8 188
Criseno 1.4
Fluoranteno 20.2
Fluoreno 2.55
Db(ah)a 2.78
Antraceno 17.6
En la
calibrados.
sensibilidad
reflejado en
tabla 14 se muestran las pendientes
Como puede observarse, se obt
en medio micelar de SDS, tal y
los valores de las pendientes de
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ni,
i ene
como
las
de los
mayor
queda
rectas
de calibrado, siendo éstas del orden de 10~ a i0~ hf1, con
coeficientes de correlación en general de 0.999.
Tabla 14
Pendientes de las rectas de calibrado
y eTAS.
de los PAHs en SOS
PAH
PAH—SDS PAH-CTAB
ni x 10%
NI1
Coef.
corr.
rn x ia~,
NI1
Coef.
corr -
Pireno 97 0.999 L4 0.998
B(a)a 51 0.999 065 0.997
E(ghi)p 9.8 0.998 4.1 0.999
Fenantreno 0.34 0.999 1.2 0.996
E(e)p 3.3 0.997 0.97 0.993
B(a)p 660 0.999 9.3 0.996
Acenafteno 1.8 0.999 0.85 0.999
Naftaleno 0.96 0.995 0.06 0.999
ONseno 11 0.999 —
Fluoranteno 0.14 0.999 —
Fluoreno 6.0 0.999 —
Db(ah)a 5.5 0.999 —
Antraceno 0.2 0.999 —
m: Pendiente del calibrado
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1 3.1.5.2. Precisión
£
La precisión se ha determinado real izando diez medidas
al nivel de concentración correspondiente al punto medio
del calibrado,
Para este estudio se procedió al cálculo de los£ parámetros estadísticos que a continuación se indican:
E
— Valor medio: x¡ -Desviación estándar: s
— Desviación estandar relativa:
a ____ 100
1
1 Los resultados obtenidos figuran en las tablas 15 y
16.
1
La precisión en la determinación de todos los PM-ls es
1 inferior al 5% en los dos medios micelares utilizados, a
a excepción del fenantreno en SOS y benzo(e)pireno en CTABque presentan una desviación estándar relativa del 5.8% y
5.4% respectivamente.
1
u
p
u
u
Precisión en la
Tabla 15
determinación de PAHs en medio micelar de SDS.
PAH ng ml -1
n
ng ml -l
s, ng mi1
x 10~
Pireno 0.121 0.129 4.6 3.6
8(a)a 0.228 0235 6.9 3.8
B(ghi)p tSS 1.38 30.4 2.2
Fenantreno 0.891 0.873 50.6 5.8
B(e)p 4.80 4.85 38.8 0.5
B(a)p 0.177 0,174 7.8 4.5
Acenafteno 13.6 13.6 27.2 0.2
Naftaleno 6.41 6.45 213 3,3
Criseno 1.01 1.02 17.3 1.7
Fluoranteno 10.1 9.71 20.4 2.1
Fluoreno 1.91 209 85.7 4.1
Db(ah)a 1,39 1<40 16.8 1.2
Antraceno 0.891 0.904 13.6 1.5
o: Concentración en el punto media del calibrado,
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n = 10
Tabla 16
Precisión en la determinación de PAHs en el medio micelar
de CTAB.
PAR ng mV1
n
n
ng ml1
a,
ng mV1 5r’ ~
Pireno 6.39 6.24 0.15 2,4
6(a)a 15.1 15,1 0.68 4.5
B(ghi)p 3.76 3.77 0.15 4.0
Fenantreno 5.40 5.41 0.24 4.5
B(e)p 13.3 13.7 0.74 5.4
B(a)p 1.13 1.14 0.047 4.1
Acenafteno 9.09 9.04 0.14 1.5
Naftaleno 106 104 2.3 2.2
c: Concentración en el punto medio del calibrado, n =
3.1.5.3. Limites de detección y de determinación
El limite de detección, LO, se define como la cantidad
más pequeña que puede apreciarse diferenciándose
estadisticamente del blanco (278). Para calcularlo se
163
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aplica la siguiente expresión:
LD = K
m
desviación estándar del blanco
m pendiente de la recta de calibrado.
El limite de
la concentración
cuantitativamente,
significación (278
limite inferior del
calcularse mediante
determinación o cuantificación, LQ, es
más baja que puede ser determinada
para un determinado nivel de
). Suele utilizarse para indicar el
intervalo lineal del calibrado, Puede
la expresión:
5
u
u
¡
= K ¡
m
siendo: K = 10
en el
tabla
¡
a
¡Aplicando estas expresiones a los resultados obtenidos
apartado 3.1.5.1. se obtienen los resultados de la
17.
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siendo: K3
1
¡
¡
Tabla 17
Límites de detección y de determinación de PAHs en medio
micelar de SOS y CTAB
PAR
PAH-SDS PAH—CTAE
LO
ng rní~l
LQ
ng mí1
LD
ng mí -1
LQ
ng
Pireno 0.003 0.01 0.17 0.57
B(a)a 0.01 0.03 0.13 0.43
E(ghi)p 0.05 0.17 0.08 0.27
Fenantreno 0.13 0.43 0.02 0.07
B(e)p 0.03 0.11 0.31 1.0
B(a)p 0.002 0.007 0.10 0.33
Acenafteno 0.04 0.13 0.24 0.80
Naftaleno 0.2 0.67 1.6 5.3
Criseno 0.01 0.03 —
Fluoranteno 0.38 1.27 —
Fluoreno 0.01 0.03 —
0.04 0.13 —
Antraceno 0.4 1.33 —
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Los limites de detección son particularmente bajos, ¡
al nivel de ppt. Así, el del pireno es de 0.003 ng mV1 y 1el del benzo(a)pireno de 0.002 ng ml~ en solución micelar
de SDS, siendo estos 56 y 50 veces inferiores respectiva--
mente, a los obtenidos en medio micelar de CTAB. Cabe ¡
también destacar los bajos limites de detección del
benzo(ghi)perileno y fenantreno en solución micelar de CTAB ¡
siendo éstos de 0.08 y 0,02 ng mEt respectivamente.
¡
3.1.5.4. Selectividad. ¡
El estudio de la selectividad se realiza observando ¡
el efecto que sobre la intensidad de fluorescencia de un
PAR ejerce la presencia de otros. 5
Para ello las disoluciones se preparan según el £procedimiento 2.4.1.5. descrito en la parte experimental.
Para decidir si la especie añadida presenta o no ¡
interferencia, se utiliza el criterio de Kirkbright (278)
por el cual se consideran interferentes aquellas especies 3
que producen diferencias en la intensidad de fluorescencia
superiores a ±2s. ¡
Los PAHs seleccionados para este estudio han sido el ¡pireno y benzo(a)pireno en los dos medios micelares,
benzo(a)antraceno en solución rnicelar de SOS y ¡benzo(ghi)perilenO en CTAB. El pireno, benzo(a)antraceno
y benzo(ghi)perileno se estudian por sus altos factores de
sensibilización, al rnismo tiempo que están considerados
corno los PARa más abundantes en el medio ambiente y el
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benzo(a)pireno por ser el más cancerígeno y mutágeno de los
PAHs en estudio y además indicador de la contaminación
doméstica e industrial.
El estudio de la selectividad se resume a continuación
en térrninos de errores relativos.
Los signos (+) y C—) indican la existencia o no de
interferencia.
3.1.5.4.1. Determinación de pireno, benzo(a)pireno y
benzo(a)antraceno en solución micelar de
SDS.
En las tablas 18, 19 y 20 se resumen los estudios de
las interferencias en la determinación de los PAHa en medio
micelar de SDS.
Se observan
la determinación
presencia de
PAH/analito
determinación
resultados
del pireno,
acenaf teno
1000/1, siendo
del 1.2% en los
particularmente notables para
que puede llevarse a cabo en
y fluoreno en relaciones
los errores cometidos en la
dos casos.
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Tabla 18
Interferencias en la determinación de pireno en solución
micelar de SOS.
PAH interferente
(X)
LXJ/EPirenoj Error, %
B(a)a 1
10
—2.2 (—)
32 (.‘-)
B(ghi)p 1
10
1.3 (—)
4.1 (+)
Fenantreno 1
10
—3.4 U—)
11 (+)
B(e)p 1 9.1 (4-)
B(a)p 1 4.5 (—)
Acenafteno 1000 1.2 ( Y
Naftaleno 1 —6.0 (+)
Criseno 1 3.9 (—Y
Fluoranteno 1
10
3.9 ( )
8.1 (.e)
Fluoreno 1000 1.2 (—Y
Db(ah)a 1
10
—2.2 (—)
60 (+)
Antraceno 1 9.5 (+)
Valores medios correspondientes a dos determinaciones
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Tabla 19
Interferencias en la determinación
solución rnicelar de SDS.
de benzo(a)antraceno en
PAH interferente (X) [XJ/EE(a)aJ Errar, %
Pireno 1
10
4.6 (—)
72 (0
B(ghi)p 1
10
—1.0 (—Y
88 (+)
Fenantreno 1
10
—2.3 (—Y
20 (+)
B(e)p 1 5.5 (+)
B(a)p 1 —2.5 (+)
Acenarteno 1 —3.6 (+)
Naftaleno 1 —4.7 (+Y
Criseno 1
10
—2.6 (—Y
29 (0
Fluoranteno 1
10
—4.0 (—Y
32 (+)
Fluoreno 1
10
2.0 (—Y
62 (+)
Db(ah)a 1 8.0 (+)
Antraceno 1 —5.4 (+)
Valores medios correspondientes a dos determinaciones
169
Tabla 20
Interferencias en la determinación
solución micelar de SDS.
de benzo(aYpireno en
PAJ-l interferente (X) [XJ/(E(aYpJ Error, %
Pireno 1
10
—4.4 (—)
—24 (+Y
E(a)a 1
10
—6.7 (—)
—49 (+Y
E(ghi)p 1 1.8 (—Y
Fenantreno 1 —4.0 (+)
B(eYp 1 —5.6 (+)
Acenafteno 1
10
—8.7 (—)
—47 (+)
Naftaleno 1 —5.3 (+)
Criseno 1
10
—3.2 (—)
3.6 (+)
Fluoranteno 1
10
—2.0 (—Y
12 (+Y
Fluoreno 1 —3.6 (.4-)
Db(ah)a 1 —6.1 (+)
Antraceno 1
10
—3.1 (—Y
25 (+Y
Valores medios correspondientes a dos determinaciones
E
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3.1.5.4.2. Determinación de pireno, benzo(a)pireno y
benzo(ghi)perileno en solución micelar de
CTAB
Los resultados de las interferencias en la
determinación de estos PAHa, se resumen en las tablas 21,
22 y 23.
Cabe destacar la determinación de pireno en presencia
de acenafteno y fluoreno que puede llevarse a cabo en
relación PAH/analito = 1000/1 con errores del 3.2 y 2.1%
respectivamente. También en esa misma relación puede
determinarse benzo(ghi)perilenoen presencia de fenantrerio,
acenafteno, naftaleno y fluoreno con errores inferiores
al 5%.
En general, los errores cometidos cuando la
determinación se lleva a cabo en solución micelar de CTAB
son superiores a los obtenidos cuando ésta se efectúa en
solución micelar de SDS.
Por otra parte los errores cometidos cuando la
determinación se lleva a cabo en metanol son, en general
superiores a cuando se lleva a cabo en medio micelar; así,
en el caso concreto de la determinación del pireno en
presencia de 1000 veces acenafteno o fluoreno, los errores
cometidos son del 5 6 31% superiores a los obtenidos en
solución micelar de CIAS y del 15 ó 54% superiores a los
obtenidos en medio micelar de SOS.
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Tabla 21
Interferencias en la determinación de pireno en solución
micelar de CTAB.
PAI-1 interferente (XY [XJ/fpirenoj Error, %
B(aYa 1
10
0.3 (—Y
68 (+)
B(ghi)p 1 3.5 (—Y
Fenantreno 10
100
4.3 Q-)
45 (+)
E(e)p 1 8.3 (+)
6(a)p 1 1.6 (—Y
Acenafteno 1000 —3.2 (—)
Naftal~no 100
1000
—2.6 (—Y
38 (+)
Criseno 10
loo
1.0 (—)
79 (-‘-Y
Fluoranteno 1 —10 (+Y
Fluoreno 1000 2.1 (—Y
Db(ah)a 10
100
1.2 (—Y
83 (~Y
Antraceno 1
10
0.3 (—Y
20 (+)
Valores medios correspondientes a dos determinaciones
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Tabla 22
Interferencias en la determinación de benzo(ghi)perileno
en solución micelar de CTAE.
PAR interferente (X) EXJ/[E(ghiYPJ Error, %
Pireno 10
100
3.7 (—Y
40 (+)
B(aYa 1
10
—3.4 (—Y
15 (+)
Fenantreno 1000 —5.0 (—Y
B(e)p 100
1000
4.6 (—Y
80 (+)
B(a)p 1 4.0 (—Y
Acenaf teno 1000 —0.8 (—Y
Naftaleno 1000 —3.5 (—Y
Criseno 10
100
—4.5 (—Y
80 (+)
Fluoranteno 10
100
6.7 (—Y
19 (+)
Fluoreno 1000 4.5 (—Y
rt(abYa 1000 9.5 (-)
Antraceno 1 70 (+)
Valores medios correspondientes a dos determinaciones
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Tabla 23
Interferencias en la determinación de benzo(a)pirenO en
solución micelar de eTAS.
PAR interferente (X) [XJ/EE(a)PJ Error, %
Pireno 1
10
—3.6 (—Y
40(+Y
B(a)a 1 3.4 (+)
B(ghiYp 1 3.0 (—Y
Fenantreno 10
100
0.5 (~0
14 (+)
B(e)p 1
10
—2.3 <—Y
27 (--)
Acenafteno 10
100
3.1 (—Y
36 (+Y
Naftaleno 1000 5.4 (—Y
Criseno 1
10
—3.1 (—Y
22 (+Y
Fluoranteno 1 —24 0-)
Fluoreno 100
1000
—4.0 (—Y
29 (+)
Db(ah)a 1 30 (0
Antraceno 1 85 (+)
Valores medios correspondientes a dos determinaciones
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3.1.6. Aplicación de los métodos propuestos a la
evaluación fluorimétrica de PARa en aire
urbano
Con el fin de proponer nuevos métodos de determinación
fluorirnétrica de PAHa se aplica el estudio fluorimétrico
desarrollado a la determinación de PAHs en aire urbano.
Las características de las muestras así como el
procedimiento seguido para su preparación son los indicados
en los apartados 2.3.1. y 2.4.3.1., de la parte
experimental.
Los resultados obtenidos en la determinación
fluorimétrica de PAHs en 4 muestras de aire urbano de la
ciudad de Madrid se resumen en la tabla 24.
Las determinaciones se han llevado a cabo por los dos
métodos fluorimétricos, es decir, en solución micelar de
SDS y en CTAB. Para ello se han aplicado los métodos de la
serie de patrones y de adiciones estándar en los dos
medios, cuyos procedimientos se especifican en el apartado
2.4.1.8.2. Como queda reflejado en las figuras 20y 21, que
corresponden a la determinación de la muestra Ml , el efecto
matriz no es muy significativo, al menos en este tipo de
muestras en las que el grado de contaminación no es
elevado.
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TABLA 24 ¡
Evaluación fluorimétrica de
urbano. (ng/m3 aire)
= — = a
Nuestra Medio Método B(a)P
P
Píreno
B
B(a)A
B
B(~hi)P
T
Total
Nl
sos
SP 2.8 2,9 6.3 -
32
AE 2.9 2,2 6.5 -
CTAB
SP 2.7 2,7 — lO
AE 3.3 2.4 — 9.4
60 2.6 1.6 5,4 ~
M2
SOS
SP 4.6 5.0 6.9 -
so
AE 4.4 4.6 6.6 -
CTAB
SP 3.8 4.5 — lO
AE 3.6 4.2 — 9.9
OC 3.6 4.0 5.0
N3
sos
SP 6.1 ¡2 13.4 —
gg~
AE 5.8 10,5 13 —
OTAD
SP 8.4 10.6 — 14
AE 79 10.5 — 138
OC 50 1,2 8,5 lO
SP 151 11.2 16,3
SOS
AE 15.1 140 ¶45
N8
SP 17,4 232 — 178
OTAS
AE 149 205 — 129
OC 1,8 ¡85 13 ííe
— — ——— — — —
SP serie de patroneo
AE adiciones estándar
GO cromatografia de gases, (resultados proporoionadoa por el Dr. Javier Méndez,
Centro Nacional de Sanidad Ambiental del Instituto de Salud Carlos III
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PAHs en muestras de aire
¡
¡
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1
(a)
—4 -2 0 2
c. x 10-’ U
—4 —2 0 2 4
C. x 10~’ U
IP
—6 —2 2 6 10
O. x 10 U
FISFA 20: <a) determinación de benzo(a)pireflo en aire (Mi)
<b) Determinación de pireno en aire (Mi)
AE: Adiciones estándar; SP: Serie de patrones
leo
200
II
80
BC.lpISDS ,
sp
120
120
A!
B(mPp/OTAB
90
Ir
sp
4 6 8 —4 -2 0 2 4
o, x 1O~’ M
(b)
120 pirm,o/S0S
100
60
60
4
AE
200
Plrno/OTAB
160
120
80
40
6 8 14 lB 22
177
E1
¡
¡
¡
¡
sp u
3
u
¡
FI~BA 21: Determinación de benzo(a)antracenO (SOS) y de
benzo(ghi)perileflo (CrAS) en aire (MI) ¡
AE: Adiciones estándar; SP: Serie de patrones u
Con el fin de comprobar la validez de los métodos E
propuestos, los resultados se han comparado con los 3
obtenidos por cromatografla de gases (Go), aplicando el
procedimiento de la EPA TO—iS (279). Estos resultados se
encuentran también especificados en la tabla 24, en la que ¡
además se indican los contenidos correspondientes a la
totalidad de los 15 PAHs determinados por esta técnica 3
cromatográf ica.
Los resultados obtenidos por los métodos
fluorirnétrloOs son superiores a los obtenidos por GO. Estas 3
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1
200
160
120
60
BIa>uI8bS AE
sp
80
B(ghUp/OTAD
A.!
100
II’
40
60
-fi —4 —4 —2 0 2 4 4 8 10
O, x 10” M
—B —fi —4 —2 0 2 4 6 6
c. x lO~’ M
diferencias pueden atribuirse a las limitaciones que los
métodos fluorimétricos poseen, en lo que se refiere a la
selectividad, con respecto a los métodos cromatográficos.
No obstante, los métodos propuestos pueden ser adecuadas
para la evaluación del contenido individual de estos PAHs
cuando se trata de muestras poco contaminadas, debido a la
simplicidad, rapidez y sensibilidad que ofrecen en la
determinación de estos contaminantes.
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3.2. ES1U)IO DE PAl-ls RY QO1ATtn~AFIA Lf(MLA DE ALTA E
FESLIC104. I-FLC. ~*d tEtEcLIú4 FLtflW~ÉTRICA ¡
3.2.1. Separación de PAHa por cromatograf la líquida ¡
micelar (CLM) en régimen isocrática
u
Como se ha podido comprobar en el estudio ufluorimétrico de PAHs, la utilización de disoluciones
micelares de tensioactivos iónicos, y en particular de SDS,
aumentan la Intensidad de fluorescencia para la mayorla de 3
los PAHs estudiados, obteniéndose en el caso concreto del
pireno un factor de sensibilización de 8.6 en solución 3
rnicelar de SDS frente a cuando la determinación se lleva
a cabo en medio metanol. 3
Tomando como base este estudio y teniendo en cuenta, uque en la revisión bibliográfica realizada, son escasos los
estudios de investigación por HPLC en los que se emplean
soluciones micelares como fases móviles para la 3
determinación de este tipo de contaminantes (181 y 280),
en este apartado se lleva a cabo un estudio de separación 3
y cuantificación de PAHs por HPLC, utilizando como fases
móviles soluciones micelares de SOS de diferentes 3
concentraciones y como fases estacionarias columnas de fase
químicamente ligada de distinta naturaleza. Con el fin de ¡
obtener la máxima información posible a cerca del
comportamiento, que presentan estos compuestos con este
tipo de fases móviles en la separación cromatográfica, el 3
estudio se ha realizado en régimen isocrático y en
gradiente, como a continuación se expone.
¡
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la naturaleza de la fase3.2.1.1. Efecto de
estacionaria
En la bibí iografla consultada se recomienda con el fin
de mejorar la transferencia de masa y por consiguiente la
eficacia, problema difícil de resolver cuando se trabaja
en 0W, adicionar a la fase móvil pequei~o5 porcentajes de
alcoholes tales como n—propanol, n—butanol así como
termostatar la columna analítica a 40 — 6000 (281). Por la
misma razón se recomienda también la utilización de
columnas cromatográficas con cadenas hidrocarbonadas
cortas (282)
Teniendo en cuenta estas recomendaciones se ha llevado
a cabo un estudio sistemático en el que las variables
cromatográficas estudiadas han sido las siguientes:
naturaleza de la fase estacionaria, composición de la fase
móvil y temperatura de la columna cromatografica (2.4.2.Y.
Las columnas utilizadas en este estudio han sido 018,
01 y 04, por lo que su exposición se va a llevar a cabo
tomando como base la naturaleza de las fases estacionarias
utilizadas.
Para la detección fluorimétrica de los PAHs se ha
utilizado el detector de filtros especificado en la parte
experimental de esta Memoria (apartado 2.1.2.8.)
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3.2.1.1.1. Columna CíO Nucleosil U
1
Acondicionamiento de la columna u
Como es sabido cuando se trabaja en cromatografia 3
líquida, es necesario como paso previo, pasar a través de
la columna analítica la fase móvil que se vaya a utilizar u
durante un cierto tiempo, que suele ser del orden de 15
minutos como mínimo.
Cuando se utiliza fase móvil hidro—orgánica, como por
ejemplo acetonitrilo/agua, las columnas de sílice enlazadas
a cadenas hidrocarbonadas vienen acondicionadas previamente
de la casa comercial. 3
Sin embargo cuando se utiliza una fase móvil distinta
a la habitual, es necesario acondicionar la columna. Para
ello, durante un cierto periodo de tiempo mas o menos u
largo, se pasan cantidades crecientes de la nueva fase
móvil a través de la columna. Para comprobar la saturación
de la columna se toma como base la reproducibilidad en el 3
tiempo de retención de uno de los componentes, que se
inyecta sucesivas veces a lo largo del acondicionamiento.
Tras una serie de ensayos experimentales se ha 1seleccionado el gradiente lineal de acondicionamiento que
figura en la tabla 25, adicionando a la disolución micelar U
de SDS un 20% de n—butanol como modificador orgánico de la
fase móvil. u
u
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Gradiente de
Tabla 25
acondicionamiento de la columna
Tiempo, mm. A, % B, %
0.0 0 100
3.0 0 100
3.1 5 95
60.0 65 35
90.0 65 35
A: 0.15 M SDS,
E: Agua
Temp. : so0oCaudal: 1 mí/mm
20% n—butanol
Se ha utilizado inicialmente 100% de agua para mojar
el relleno de la columna, con el fin de mejorar la
transferencia de masa. La concentración de la disolución
micelar de SDS se ha ido aumentando a lo largo del
gradiente de forma moderada, evitando así variaciones
bruscas que darian lugar a una menor duración de la
columna.
Por otra parte se ha termostatado la columna a 6000
con el fin de evitar subidas de presión, que se originan
como consecuencia de la elevada viscosidad de la disolución
de la fase móvil utilizada.
Para comprobar la saturación de la columna se ha
tomado como referencia el tiempo de retención del naftaleno
por ser, de loe analitos estudiados, el primero en eluir.
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Separación cromatográfica
Para ello se ha inyectado un patrón de naftaleno en
concentración de 29.3 ng/wl utilizando las condiciones
experimentales siguientes: fase móvil SOS 0.15 M con 20%
butanol/agua: 65/35 (y/y), caudal de 1 ml/mm y temperatura
600C. En estas condiciones se obtiene un tiempo de
retención para el naftaleno muy elevado, de 39 minutos
(figura 22).
o
O)
e
U>
K
1-
2
FI~EA 22 : Craiutogrwia de I-PI~.C del naftaleno, 29.3 ng/pl
ColuTna: rtjcleosil 018, 5 pm (150 x 4.6 rin). Tq~.: 6*. Pase ¡yw5vil:
SOS 0.15 M con 20% n—butanol/agua: 65/35 <y/y). Caudal: 1 mí/mm.
Detección fluorimétrica,k~/A.: 25.4/375 mi. y. inyección: 20 ¡.11.
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Con el fin de disminuir el tiempo de retención se
inorementó la fuerza de la fase móvil, aumentando para ello
el porcentaje de SOS, El cromatograma de la figura 23 se
ha obtenido inyectando una mezcla patrón de naftaleno y
acena?teno en concentraciones de 51.3 y 13 ng/Ml
respectivamente, con el fin de observar además el poder de
resolución de la columna para los dos compuestos. La fase
móvil utilizada en este caso ha sido SDS 0.15 M con 20%
n—butanol.
o
0o
4
4,.
44
4
1-
FI~RA 23 : Cramtogrnin de 9-PLC de u>a mezcla patrón de
acenafteno, 51.3 y 13 ng/I.fl reepectivwmnte.
C.oluma: Nacleosll 018; 5 prn <150 x 4.6 ¡mi). Teip.: eot.
SOS 0.15 M con 20% n-butanol. Caudal: 1 mí/mm.
fluorirnétrica, ½~/4.: 254/375 rin. V. Inyección: ~ J1.
naftaleno y
Fase móvil:
Detección
o
0
0
4,~
44
o
4
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En estas condiciones los tiempos de retención son de 1
25.33 y 32.17 minutos para el naftaleno y acenafteno urespectivamente. Como puede observarse en dicha figura se
obtiene buena separación, pero los picos cromatográficos
son bastante anchoe y los tiempos de retención siguen
siendo elevados. A la vista de estos resultados se procede
al estudio de la separación cromatográfica utilizando ¡
columnas de distinta naturaleza de relleno.
u
3.2.1.1.2. Columna Cl Ultremex. Influencia de la
concentración de SDS
u
Como se ha indicado anteriormente, Dorsey (274)
recomienda para la separación por CLM de analitos, en
general con un sólo anillo aromático y más polares que los
PAHs, la utilización de columnas de cadenas hidrocarbonadas u
cortas así como la adición de pequefios porcentajes de
alcoholes de bajo peso molecular, como modificadores
orgánicos de la fase móvil micelar, y termostatación de la 1
columna cromatográfica a 400C. Teniendo en cuenta estas
consideraciones a continuación se expone el estudio 1
realizado con este tipo de columnas.
u
Acondicionamiento de la columna
Para ello se ha aplicado el gradiente lineal indicado U
en la tabla 26. La concentración de SDS utilizada ha sido
0.05 M, a la que se le ha adicionado el 2 % de n—propanol
como modificador orgánico de la fase móvil.
1
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TABLA 26
Gradiente de acondicionamiento de la columna
Tiempo, mm
A
A,%
0.0 0 100
15.0 0 100
90.0 100 0
120.0 100 0
A: SDS 0.05
E: Agua
Temp.: 4000
Caudal: 1 mí/mm
M, 2% n—propanol
Influencia de la concentración de SOS en la fase móvil
En primer lugar y en
indicadas se inyectó
concentración 29,3 ng/pl.
las
un
condiciones
patrón de
cromatográf i cas
naftaleno de
El tiempo de retención resultó ser de 13.3 minutos,
bastante inferior al que se obtiene cuando se utiliza la
columna 018, lo cual significa que la columna Cl resulta
ser en principio más adecuada para el estudio de la
separación de este tipo de analitos, por lo que se procede
a estudiar la influencia de la concentración de SDS en la
separación cromatogáfica.
Como fase móvil micelar se
concentraciones de SOS, 0.05,
modificando dicha fase con un 2%
han utilizado diferentes
0.10, 0.15 y 0.20 M,
n—propanol . En todas las
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experiencias la columna se ha teromostatado a la U
temperatura de 400C y el caudal utilizado ha sido de 1
mí/mm.
En el diagrama correspondiente a la figura 24, se 3
representan los factores de capacidad (K’) de cada uno de
los PAHa estudiados frente a la concentración de SDS 1
utilizada en la fase móvil, Estos factores de capacidad se
han calculado, inyectando soluciones individuales de los
13 PAHs en concentraciones de 0.13 a 16 ngflil y aplicando 1
la siguiente expresión matemática: u
(t~ — t
0)/t0 u
donde: U
tr tiempo de retención
• ti u
~ empo muerto
Determinación del tietípo rmaerto en CLM
Puesto que el tienpo iruerto (t Y es un parámetro necesario para ucalcular los factores de capacida~i (K’Y de los analitos, se ha
procedido a su determinación. Según la bibliografla se consigue buena
reproducibi 1 idad en la determinación del tis’ípo riuertc utilizando Nar4 ucano caypuesto no retenido por la fase estacionaria, con sisture de
detección 15V—visible (282Y. uEn el presente trabajo de investigación se ha utilizado undetector fluorimétrico y l inyectar NaNO3 11.8 i*1 obtiene un serial
m~y pequePia; esta señal desaparece, incluso uti 1 izando concentraciones
superiores de Nat’% cuando se enplea fase itvil ¡nicelar en u
concentraciones superiores a 0.1 M de SDS.
Tras una serie de ensayos en los que se utilizaron diferentes ucarpuestos fluorescentes y no fluorescentes se seleccionó la acetona
tiSEll2O~6 ~ buena reproducibilidad. En
188
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Se observa en la figura 24, que al aumentar la
concentración de SDS en la fase móvil se produce una
disminución en los factores de capacidad de todos los PAHS
estudiados, lo cual significa que conforme aumenta la
concentración de SDS lo hace la fuerza de la fase móvil.
las figuras a y b aparecen los picos craretográficos correspondientes
a las inyecciones del NaISfl3 y acetona respectivamente.
~1~
-4
.4
a
“4
Ñ
“a.
~
rrr
w
“4
1-
z ft I.tiE‘-41-z
FIQEA a: Na»03 11.8 r¡t’1; FIOPA b: Acetona 99,9%
Colurna: Ultrerriex Cl, 3 pr (100x4 rrnO. Tenp.: 60
0C. Fase móvil: SOS
0.05 M con Z~ n-propanol. Caudal: 1 mí/mm. Detección fluorimétrica,
254/375 mi. V. inyección: 20 pl.
189
1
E
1
¡
u
u
1
u
u
1
E
u
¡
1
u
u
1
£
¡
E
u
u1
1
FIGURA 24:
1
1
PAlI
1— Naftaleno
2— Fluoreno
3— Acena? teno
4— Fenantreno
5— Antraceno
e— Fluorantene
7— Pireno
8— B<a)a
9— Criseno
10- B(s)p
II— 8(a)p
12— 9(ghl)p
13— Ob(ah)a
c. nnlfl
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Influencia de la concentraoiór’ de SOS en
la separación orornatográfica. ¡
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Para las concentraciones de 010, 0.15 y 0.20 M de SDS
los picos cromatográficos se encuentran solapados unos con
otros, tal y como puede apreciarse en dicha figura. Para
la concentración de 0.05 M de SDS los tiempos de retención
son muy elevados si bien la separación se mejora aunque
siguen existiendo problemas de solapamiento para los grupos
acenafteno—fluoreno—fenantreno antraceno; fluorantenO—
pireno; benzo(aYantraceno—cri5CriO~ y benzo(e)pirenO’
benzo(a)pireno—dibenzO(ah)antracenO, al mismo tiempo que
los picos cromatográficos continúan siendo bastante anchos.
Por último cabe destacar, que este tipo de columna da
lugar a altas subidas de la presión debido al diámetro de
part¶cula de relleno, 3 ~m, y al empleo de solución micelar
de SDS. Se seleccionó este tamaPio de partícula con el fin
de mejorar la mala eficacia que se obtiene cuando se
trabaja en CLM para la separación de analitos apelares.
3.2.1.1.3. Columna 04 Hypersil. Efecto de las
variables cromatográficas
Teniendo en cuenta los inconvenientes que presenta la
columna cromatográfica Cl en la separación de PAHs se
procede a la utilización de otra de cadena más larga y
tamaño de partícula superior como posible fase estacionaria
para la separación por CLM de estos compuestos.
Acondicionamiento de la columna
En primer lugar se procedió el acondicionamiento de
191
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la columna utilizando para ello el gradiente lineal que E
figura en la tabla 25 del apartado anterior.
El tiempo de retención del naftaleno en este caso fue
de 9.2 minutos consiguiéndose su reproducibilidad al cabo
de 109 minutos una vez iniciado el programa de
acondicionamiento. Acondicionada la columna se procedió al
estudio de optimización de las variables cromatogáficas.
a
Efecto de las variables cromatográficas
Las variables cromatográficas consideradas en este 3
estudio han sido: composición de la fase móvil y
temperatura de la columna cromatográfica. E
A) Composición de la fase móvil ¡
u
Se ha estudiado el efecto de la concentracion de
solución micelar de SDS así como la naturaleza y porcentaje
de modificador orgánico.
¡
A.1. Concentración de sos
Para la realización de este estudio se han utilizado £
disoluciones de SOS en concentraciones 0.05, 0.10, 0.15,
y 0.20 M, a las que se les ha adicionado un 2% de n—
pronanol como modificador orgánico de la fase móvil. La
columna se ha teromostatado a 6000 y el caudal utilizado ha m
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u
sido de 1 mí/mm.
En la figura 25 se representan los factores de
capacidad de los PAHs en función de la concentración de
SOS. Los resultados son inferiores a los obtenidos cuando
se utiliza como fase estacionaria la columna Cl siguiendo
la misma secuencia, es decir, conforme aumenta la
concentración de SOS, disminuyen los factores de capacidad.
Cabe destacar que en el orden de elución puede influir
la naturaleza de la fase estacionaria, as¶ por ejemplo en
el caso concreto de la columna C4 se invierte el orden de
elución de las parejas benzo(a)antracenOcrisenO y
benzo(aYpirenO—benzO(e)Pireno cuando la concentración de
SOS utilizada en la fase móvil es igual o superior a
0.10 M, hecho que no ocurre con la columna Cl.
Para la concentración de SDS 0.05 M no se han
detectado benzo(e)pireno, benzo(ghi)pCrilerIO y
dibenzo(ahYantracenO, correspondientes a los picos
cromatográficos 10, 12 y 13, por lo que para completar este
estudio se selecciona la concentración de SOS 0.1 M.
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PAH
1— Hahaisno
2— Fluoreno
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4— Fenantreno
5— Antraceno
8— FIuorante~o
7— Pireno
8— E(a)a
9— Criseno
10— ilte)p
II— B(a)p
12— E(ghilp
13— Ob(ah)a
[SDS], M
FIGURA 25: Influencia de la concentración de SDS en
la separación cromatográfica
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A.2. Naturaleza y porcentaje de modificador
a. Naturaleza del modificador
Como se ha indicado anteriormente es importante la
utilización de peque~os porcentajes de disolventes
orgánicos como modificadores de la fase móvil micelar.
Para ello se han seleccionado los dos tipos de
alcoholes asl como los porcentajes más recomendados por la
bibliografía (283), n—propanol al 2% y n—butanol al 1%,
como modificadores de la fase móvil micelar de SDS 0.1 M.
La columna se ha termostatado a 600C y el caudal utilizado
ha sido de 1 mí/mm. Los resultados en términos de
factores de capacidad se representan en la figura 26.
Puede observarse que las diferencias en los factores
de capacidad de los 13 PAHs son mínimas, de donde se deduce
que puede utilizarse indistintamente bien 1% de n—butanol
o bien 2% de n—propanol como modificador orgánico. En
el caso del n—propanol se obtienen mayores diferencias en
los valores de 1<’ de las parejas benzo(a)antracenocrisenO
y benzo(e)pirenO—benzO(aYPirenO por lo que se considera
este como modificador orgánico más adecuado para la
separación de estos PAHa.
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PAH
1— Naftaleno
2— Fluoreno
3— Acenafteno
4— Fenautreno
5— Antraceno
6— Eluaranleno
7— Pireno
8— 8(a)a
9— Criseno
lo— 6(e)p
1$— B(a)p
12— S(ghi)p
13— Obfah)a
FIGURA 26: Influencia de la naturaleza del modificador
en la separación cromatografica
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b. Porcentaje del modificador orgánico
Seleccionado el n—propanol como modificador orgánico
se ha realizado este estudio fijando las siguientes
variables cromatográficas: fase móvil micelar 0.1 Sl de SOS,
temperatura de la columna analitica eO~C y caudal de 1
mí/mm.
Los resultados obtenidos, variando el
n—propanol del 1 al 3%, se representan en la
observa que la mejor separación se obtiene
pronanol si bien los tiempos de retención
superiores a cuando se emplea el 3% de
orgánico, por lo que se selecciona el porcenta
del 2%.
porcentaje de
figura 27. Se
con 1% de n—
son bastante
modificador
je intermedio
E) Temperatura
Con el fin de estudiar la influencia que la
temperatura ejerce sobre la separación cromatográfica de
los PAHs se ha termostatado la columna analítica a
diferentes temperaturas, en el intervalo de 20 a 70~C. Para
ello se han inyectado mezclas patrones a niveles de
concentración de 0.1—44 ng/pl de los 5 PAHs siguientes:
naftaleno, acenafteno, fenantreno, pireno y criseno debido
a que los restantes PAHs producen solapamientos que
interfererian en la observación de dicho estudio. La fase
móvil micelar utilizada ha sido SDS 0.1 M a la que se le
ha adicionado 2% n—propanol como modifcador orgánico y
caudal de 1 mí/mm. Seguidamente se expone la influencia
que la temperatura ejerce sobre los factores de capacidad
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¡de los PAHs y, la eficacia y presión de la columna.
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Figura 27:
8.1. Variación de los factores de capacidad con la
temperatura
Como puede observarse en la figura 28, los factores
de capacidad de los PAHe disminuyen conforme aumenta la
temperatura, hecho confirmado en la bibliografía (284). Los
valores de los factores de capacidad del oriseno a 20 y
3000 no se encuentran representados debido a que no han
sido detectados.
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FIGURA 28: variación de los factores de capacidad con
la temperatura
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8.2. Variación de la eficacia de la colinra con la tarperattira
En la figura 29 se representa la eficacia de la
columna frente a la temperatura. El PAH utilizado en este
estudio ha sido el pireno, como PAH representativo de los
analitos estudiados, en concentración de 9.0 ng/pl. Para
el cálculo se ha utilizado la siguiente expresión
matemática:
N = 4 ( t~. — ~0 ~ ~060.~)2
Donde N
tr
te
WC’601
eficacia
tiempo de retención del componente utilizado
tiempo muerto de la columna
anchura del pico cromatográfico (medida al
60.7% de su altura)
¡
a
¡
¡
En dicha figura puede observarse que el aumento de la
temperatura favorece la eficacia de la columna,
obteniéndose picos cromatográficos más estrechos.
¡
E.3. Variación de la presión de la colurr¡a con la te#rperatura
En la figura 30, queda reflejado que a temperaturas
elevadas la presión de la columna disminuye, hecho
corroborado en la bibliografía donde se recomienda
termostatar la columna a temperatura elevada en CLM (274),
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FIGURA 29: Variación de la eficacia de la columna con
la temperatura
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con objeto de proteger la columna y por consiguiente
alargar su durac’ion.
Por consiguiente la temperatura de 600C es suficiente
para consiguir menores factores de capacidad en la
separación de PAHs, mayor eficacia y menor presión en la
columna. A temperaturas superiores pueden producirse
deterioros en las columnas cromatográficas.
Como resultado de este estudio puede decirse que es
posible la separación de 5 PAHs de los 13 estudIados por
CLM en régimen isocrático y en la condiciones indicadas
anteriormente.
Por último cabe destacar que si
cromatográfica no es muy satisfactoria
vista práctico, si es interesante teni
en la bibliografía consultada no ex
separación de PAl-ls por CLM con este
cromatográficas, a excepción de uno de
utiliza una columna alquilnitrilo y en
se separan 2 PAHs de 6 estudiados (161).
bien la separación
desde el punto de
ando en cuenta que
isten estudios de
tipo de columnas
ellos en el que se
el que únicamente
Por otra parte también es importante indicar que una
vez acondicionadas las columnas, éstas se mantienen
equilibradas para llevar a cabo el correspondiente estudio
cromatográfico sin necesidad de acondicionarías de nuevo.
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3.2.2. Separación de PAHs por cromatograf¶a Ilquida
micelar, CLM, en gradiente
Dado que no son muy satisfactorios
obtenidos en la separación cromatográfic2a
en régimen isocrático, se procede al
separación por cromatografía en gradiente.
utilizan dos columnas de distinta naturaleza
los resultados
de PAHa por CLM
estudio de la
Para ello se
C4 y 018.
Para la detección de los PAHs se utiliza el detector
fluorimétrico de filtros Waters 420 (excitación 254 nm y
emisión 375 nm).
3.2.2.1.
¡
Columna C4 Hypersil y fase móvil solución ¡acuosa de SDS/agua
Con la columna cromatográfica C4,
¡
acondicionada según
se indica en el apartado 3.2.1.1.3. y fase móvil micelar
de SDS/agua se efectúan una serie de ensayos en los que se
seleccionan las condiciones experimentales que se indican
en la tabla 27. En estas condiciones se obtiene el
cromatograma de la figura A, correspondiente a la
separación de los 5 PAHs: naftaleno, acenafteno,
fenantreno, pireno y criseno en concentraciones 0.1—44
ng/pl, quedando solapados el resto de los PAHs. Los PAHs
de elevado peso molecular benzo(a)antraceno,
benzo(e)pireno, benzo(a)pireno, dibenzo(ah)antraceno y
benzo(ghi)perilenO no se separan, solapan con el criseno.
Aunque el número de PAHs separados es el mismo que en
régimen isocrático, lógicamente se obtiene mayor resolución
por cromatografía en gradiente.
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TABLA 27
Condiciones experimentales utilizadas en la separación
cromatográf ica
Gradiente de la fase móvil:
0.15 M de SOS, 12% de n—propanol
Agua
Código correspondiente al gradiente convexo
utilizado
1 mí/mm
6 ~Oo
8
ev
‘6
-4
PAlI o. n~In1
1— Naftaleno 44
3— Aoennfttfla 4.3
4— Fenantrenc 0.1
1— Pireno
8— Crisena 4.0tuE
‘-4
1-
z
FIGRA A: C~aMtOgrS1fl de I-PLC de una nuzola patrón de 5 PAHa.
Coltima: Hypersil 04, 5 wn (100x4.8 nnO. Terp.: eot. Fase móvil:
gradiente <véase tabla 27). Caudal: 1 mí/mm. Detección fluorimétrica,
X,</ ~ 254/375. y. inyección: 20 pl.
A:
(0.1):
Caudal
Temp.:
4
1
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3.2.2.2. Columna CíS Nucleosil y fase móvil ¡
acetonitrilo/solución acuosa de SDS
¡
Teniendo en cuenta que no es posible la separación acromatográfica de los 13 PAHs estudiados utilizando
columnas de cadena corta, C4, se lleva a cabo el estudio 1cromatográfico en gradiente utilizando para ello una
columna de cadena larga, CiS y fase móvil micelar con
porcentajes de modificador elevados, superiores a los
empleados en el apartado 3.2.1., con el fin de evitar por
una parte presiones elevadas y por otra, tiempos de 5
retención elevados y conseguir al mismo tiempo mejor
eficacia. Dicho estudio se realiza utilizando como fase ¡
estacionaria la columna CiS Nucleosil y como fase móvil
acetonitrilo/solución acuosa de SOS, ¡
3.2.2.2.1. Estudios preliminares ¡
En primer lugar, con fines comparativos, se lleva a ¡
cabo un estudio en fase reversa utilizando la columna ¡
cromatográfica C18 Nucleosil , que posteriormente se
utilizará en el estudio de separación por CLM en gradiente.
Con el fin de optimizar por una parte la naturaleza
de la fase móvil y por otra, el gradiente de elución se ¡
efectúan una serie de experiencias. Para ello se estudian
los eluyentes metanol/agua y acetonitrilo/agua, por ser
éstos los más utilizados según la revisión bibliográfica
realizada (apartado 1.3.1.1.). ¡
1
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Con caudal de 1 mí/mm y temperatura ambiente de 220C,
se realizan una serie de experiencias seleccionando el
acetonitrilo/agua como eluyente, debido a que el
metanol/agus presenta deriva en la línea base.
Posteriormente se efectuan varios ensayos en los que
se utilizan porcentajes de acetonitrilo/agua en el
Intervalo de 70 a 80%.
El cromatograma de la figura 31, se ha obtenido
utilizando como fase móvil 70% de acetonltrilo/agua, caudal
de 1 mí/mm y temperatura ambiente de 220C. Como puede
observarse se obtiene buena separación, de los 13 PAlis en
estudio se separan 11 quedando solapadas las parejas
acenafteno—fluorenO y criseno—benzo(a)afltraceno, siendo el
orden de elución el indicado en el cromatograma.
Con el fin de obtener mayor resolución crornatográfica
se estudian varios gradientes de acetonitrilo/agua en el
intervalo de 45—65% a 80—90%, aplicados éstos durante un
tiempo de 32 minutos.
En la tabla 28 se indican las condiciones óptimas de
separación. En estas condiciones se obtiene el cromatograma
de la figura 32.
En todas las experiencias se separan también 11 PAHs
si bien se obtiene mayor resolución que en régimen
Isocrático, quedando solapadas las mismas parejas de PAHs
acenaftenofluorenO y criseno-benzo(a)antraceno.
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PM
1— Naftaleno
2— Flucreno
3— Avene?teno
4— Fmnmntrero
5— Antraceno
6— Flucranteno
1— Pireno
8— Crimino
9— B(a)a
10— 8(e)r
II— B(a)p
¶2— 8<ghl)p
13— Vb(ah>a
C. naI~l
35
II
8.6
0.21
0.06
0.26
0.20
0.50
0,01
0.22
0.05
0.26
0.62
FI~EA 31 : CrcwTntcgrwTB de FPLC de una maestra patr6n de 13 PM-ls.
Colurna: Nucleosil C18; 5 pm (150 x 4.8 miO. Tsrq.: 220C. Fase n’v5vil:70/30, ACM/agua, (y/y). Caudal: 1 mí/mm. Detección fluorimétrica,
k~/l~: 254/375 mi. y. inyección: 20 pl.
TABLA 28
Condiciones experimentales utilizada en
Gradiente de la fase móvil:
la separación cranatográfica
Tiervo, mm A, % 9, %
0.0
2.0
30.0
38.0
40.0
55
55
85
85
55
4.5
45
15
15
45
A: Acetonitrilo,
Caudal: 1 mí/mm,
E: Agua (Milíl Q)
Tsn.: 220C
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RUN TIME 56. 68
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PM
1— Naftaleno
2— Fluoreno
3- kenatteno
4— Fenantrenc
5- >aitraceno
6— Flucranteno
1— Fireno
e- Crieno
9— B(u)a
lO— 8(e)p
II— 8(a)p
42— B(ghi)p
13— Ob(atOa
cS
L
C. nohl
59
10
‘7
0.27
0.03
O, 30
0.20
0.34
0.12
0.28
0.06
0.53
0.04
tu
H
z
FIQRA 32: Crcnetogrwm de >‘PLC de una maestra patrón de 13 PAJ4s.
Columa: Nucleosil 018; 5 Pm (150 x 4.6 mrO. Tenp.: 2200. Fase móvil:
gradiente de >01/agua, (véase tabla 28). Caudal: 1 ml/mm. Detección
fluorimétrica, I,~/A: 254/375 mi. V. inyeccIón: 20 gil.
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3.2.2.2.2. Optimización de las variables ¡
cromatográf icas ¡
A continuación se desarrolla el estudio llevado a cabo 5
para la separación por CLM de PAHs con fase móvil
SDS/acetonitrilo. Para ello, por una parte se estudia la 1
composición de la fase móvil y por otra el efecto que la
concentración de SDS y el caudal ejercen sobre el área de ¡
los picos cromatográficos. ¡
Acondicionamiento de la columna
¡
En primer lugar para el acondicionamiento de la ¡
columna se ha utilizado el gradiente que figura en la
tabla 29. Las concentraciones de SDS utilizadas han sido ¡
de 0.05, 0.10, 0715 y 0.20 M en función de la concentración
del tensioactivo utilizada en la fase móvil para la
separaci6n cromatográfica de los PAHs.
¡
A) Composición de la fase móvil
u
Para ello se estudia por una parte la influencia que ¡la concentración de SDS puede ejercer en la separación
cromatográfica y por otra, el efecto que puede producir en
dicha separación la adición de un alcohol como modificador ¡
de la fase móvil.
¡
a
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TABLA 29
Gradiente de acondicionamiento de la columna
Tiempo, mm A, %
E
E, %
e
e, % Caudal ml/mm
0.0 0 1 99 1
60.0 0 100 0 1
90.0 0 100 0 1
90.1 0 100 0 0.1
690.0 0 100 0 0.1
691.0 55 45 0 1
730.0 55 45 0 1
A: acetonitrilo
E: SDS
C: agua
Temp.: 220C
Al. Concentración de solución acuosa de SDS
Para efectuar este estudio se ha utilizado como fase
móvil el gradiente que figura en la tabla 30, caudal de
1 mí/mm y temperatura de 2200. Las concentraciones de SDS
utilizadas en las diferentes experiencias realizadas han
sido de 0.05, 0.10, 0.15 y 0.20 Sl. En todas las
experiencias la concentración de SDS utilizada es la misma
tanto en el gradiente de acondicionamiento de la columna
como en el gradiente de la fase móvil.
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Gradiente de
TABLA
la fase
30 u
móvil
Tiempo, mm A,%
0.0 55 45
2.0 55 45
30.0 85 15
38.0 65 15
40.0 55 45
A: Acetonitrilo
E: SDS
A través de las experiencias realizadas se ha
observado que la concentración de SOS utilizada no influye
en el orden de elución de los PAHs, separándose 11 de los
13 estudiados y siendo además el orden de elución el mismo
que cuando se utiliza como fase móvil acetonitrilo/agua,
es decir: naftaleno, fluoreno o acenafteno, fenantreno,
antraceno, fluoranteno, pireno, criseno o
benzo(a)antraceno, benzo(e)pi reno, benzo(a)pireno,
benzo(ghi)perileno y dibenzo(ah)antraceno.
El hecho de que se obtenga el mismo resultado en la
separación cromatográfica, en cuanto al número de
componentes separados, con los dos tipos de fase móvil,
acetonitrilo/aguayacetonitrilo/SDS, esdebido lógicamente
a la naturaleza de la fase estacionaria.
En las figuras 33
obtenidos tras el
acetonitrilo/SDS 0,10
1 mí/mm.
y 34 se presentan dos cromatogramas
empleo de las fases móviles
y 0,20 M respectivamente y caudal
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3 PAH C. PO/Mí
1— Naftaleno 353 2— Fluoreno II
3— Acena?teno 8.6
4— FenanLreno 0,21¡ 5— A~traoeno 0.05
6— Fluoranteno 0.26¡ Ifl 7— Pireno 0.20
8— Criseno 0.50
1•~ ~—Blm» 0.07¡ 10= B<e)p 0.22
12— 8(ghi)p 0.26u s Db(ah)a 0.62
zu
FlORA 33 : CroTntograM de I-PtC de una nuestra patrón de 13 PM-ls.
Caluma: Iticleosil 018; Siam (150 x4.Orrm). Ter<,.: 2200. Fase n¿vlfl
gradiente de >01/SOS 0.10 M (véase tabla 30>. Caudal: 1 mí/mm.
Detección fluorimétrica, Aa/An: 254/375 mi, V. inyección: 20 pl.
8.9
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PAN
1— Naftaleno
2— Fluoreno
3— Acenafteno
4— Fena~treno
5— Antraceno
6— Fluoranteno
7— Pireno
8— Crlseno
CíJ g-B(a)a
10— 6(a)p
II— Ea»
12— 8(ghi)p
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FIQEA 34 : Crcnetogrann de I-FLC de una nuestra patrón de 13 PAHs.
Columa: Nucleosil 016; 5 pm (150 x 4.6 rmi). Tenp.: 2200. Fase móvil:
gradiente de ACN/SOS 0.20 M (véase tabla 30). Caudal: 1 nVI/min.
Detección fluorimétrica, A.~/l.~: 254/375 rwn. V. inyección: 20 g.¡l.
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Cuando se utiliza fase móvil acetonitrilo/SDS, los
tiempos de retención de los PAHa son inferiores a los
obtenidos con fase móvil acetonitrilo/agua, lo que coníleva
a un menor consumo de acetonitrilo en la separación
cromatográfica. Igualmente se ha observado que el tiempo
de análisis disminuye conforme aumenta la concentración de
SOS. Asi por ejemplo los tiempos de retención del
dibenzo(ah)antraceno, último en eluir, son de 31.85, 29.74,
29.00 y 26.85 minutos para las concentraciones de 0.05,
0.10, 0.15 y 0.20 Sl de SOS respectivamente.
En la figura 35 queda reflejada la influencia que la
concentración de SDS de la fase móvil ejerce sobre la
retención de los PAHs. Este efecto puede justificar la
existencia de micelas en la fase móvil a pesar del elevado
contenido de acetonitrilo. Según Cline Love (285), cuando
aumenta la concentración micelar y por consiguiente el
número de micelas de la fase móvil se produce un
decrecimiento en los tiempos de retención de los analitos
y cuando la concentración de tensiosotivo iónico es
inferior a la CSlC se produce el efecto contrario, es decir
aumentan los tiempos de retención.
A.2, Efecto de la adición de alcohol como modificador
de la fase móvil
Por otra parte, con el fin de mejorar la resolución
cromatogáfica se han efectuado diferentes experiencias
introduciendo en la fase móvil un alcohol de bajo peso
molecular, propanol o metanol, como segundo modificador
orgánico. Para ello se utiliza el gradiente que figura en
la tabla 31, temperatura de la columna de 220C y caudal de
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1— Naftaleno
2— Fluoreno
3— Acena? teno
4— Fenantreno
5— Antraceno
6— Fluoranteno
1— Fireno
8— Criseno
O— B(a)a
10— B(e)p
¶1— SCa»
12— E<ghi)p
13— Db(ah)a
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FIGJtA 35: Efecto de la concentración de SOS sobre la retención
de los PAHs
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Con propanol y utilizando porcentajes del 5—10% según
se indica en la tabla 31, disminuye la resolución para las
parejas fenantreno—antraceno y benZO(e)pirenO’~’
benzo(a)pireno, si bien al ser más fuerte que el
acetonitrilo disminuye el tiempo de análisis. Así por
ejemplo el tiempo de retención del dibenzo(ah)antraceno,
último en eluir, es de 29.38 minutos como puede observarse
en el cromatograma de la figura 3S, donde se ha empleado
corro fase móvil un gradiente de acetonitrilo/SDS 0.10
M/propanol (A/B/C; donde x = 5) y caudal 1 mí/mm.
TABLA 31
Gradiente de la fase móvil utilizando un alcohol como
modificador
Tiempo, mm
A
A, % Bu %
C
Cu %
0.0 55—x 45 x
2.0 55 — x 45 x
30.0 85—x 15 x
38.0 85 — x 15 x
40,0 55—x 45 x
A: acetonitrilo
B: SDS = 0.10; 0.20 Sl
x: Propanol o metanol
Temp. : 220C
Cuando se utiliza metanol como segundo modificador
orgánico en porcentajes de 5, 10, 15 y 20%, según se indica
en la tabla 31, la resolución disminuye para la pareja
fenantreno—antraceno, observándose además deriva en la
línea base con el consiguiente aumento del tiempo de
análisis debido a que el metanol es menos fuerte que el
acetonitrilo. Así por ejemplo puede observarse en el
217
cromatograma de la figura 37, que el tiempo de retención
del dibenzo(ah)antraceno, último en eluir, es de 34.39
minutos para la concentración 0.10 Sl de SDS y el 15% de
metano 1.
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PAN C. nglpl
1— Naftaleno 35
2— fluoreno IT
3— Acenafteno 8,8
4— Fenantreno 0,21
5— Antraceno 0.05
6- Fluoranteno 0.26
7— PIreno 0.20
ro 8— Crisero 0.50
Q— B(a)a 0.07
M ¶0- BCe>p 0.22
11— B(a)p 0405
12— BCghi)p 0.28
13— Db(ah)a 0.82
fl~RA 38 : Crcwnatograna de I-PLC de una iTuestra patrón de 13 PM-ls.
Caluma: Nuoleosil CiS; 5 lun (150 x 4.6 fin). Ter~.: 2200. Fase móvil:
gradiente de ACt4/SDS 0.1 M/propanol (véase tabla 31; x=5). Caudal: 1
ml/mm. Detección fluorimétrica, I.~IX.: 254/375 nmr. V. Inyección:
20 sil.
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ÉPAlI C,na/u1
1— Naftaleno 35
2- Fluoreno II
3— Acenafteno 8.8
4— Fenantreno 0.21
5— Antraceno 0.03
6- Fluoranteno 0.26
7— Pireno 0.20
8— Criseno 6.25
9— B(a)a 0,07
¶0— B(e)p 6.22
Lii 11— B(a)p 0.10
3—4 12— B(gbi)p 0.28
¶3- Ob(ah)a 0.02
7
D
FIGSA 37 : Crai~togrWTB de I-PLC de una nuestra patrón de 13 PM-ls.
Coluwia: Nucleosil CíE; 5 iini (150 x 4.8 mii). Terp.: 2200. Fase móvil:
gradiente de ACN/SDS 0.1 M/metanol (véase tabla 31; x~15). Caudal: 1
mí/mm. Detección fluorimétrita, I.~/I~: 254/375 rin. V. Inyección:
20 pl.
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Por otra parte se ha observado que la temperatura no ¡
afecta significativamente a la separación cromatográfica ¡
en el intervalo de 16 a 2500. Es importante indicar que
debido al elevado porcentaje de acetonitrilo utilizado, no
es necesario termostatar la columna cromatográfica a ¡
temperatura elevada como habitualmente ocurre cuando se
trabaja en CLM. 3
E) Influencia de la concentración de SDS y caudal ¡
sobre el área de los picos cromatofráficos ¡
Con el fin de mantener el mismo tiempo de análisis e 3
igual al obtenido cuando se utiliza como fase móvil
acetonitrilo/agua se realizan una serie de experiencias. ¡
Para ello las concentraciones de SDS utilizadas en la fase
móvil han sido 0.10, 0.15 y 0,2DM y los caudales de 0.80, ¡
0.72, y 0.65 mí/mm respectivamente. Según se observa en
la figura 38 se obtienen en general, mayores áreas de los
picos cromatográficos y por consiguiente mayor sensibilidad ¡
cuando la concentración de SDS utilizada es de 0.20 M y
caudal de 0.65 mí/rin. En estas condiciones los valores ¡
de las áreas son para la mayoría de los PAHs el doble que
cuando se utiliza fase móvil acetonitrilo/agua y caudal de 3
1 mí/mm.
Este efecto puede confirmar de nuevo la existencia de ¡
micelas en la fase móvil, ¡
u
u
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F- Naftaleno
2- Flucrmno
3- Acena?teno
4- Fenantreno
5— Antraceno
6- Fluorantmao
7— Pireno
8- Crin
9- B(a)a
10— ECe»
II— B(a)p
12— E(~mi>p
13- DWah)a
FlORA 38: Influencia de la concentración de SOS y caudal sobre el
área de los picos crcxmtográficos. Las concentraciones de
loe PAl-ls se especifican en la flu.ra 35.
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C) Condiciones óptimas
Tomando como base
que la adición de un
orgánico de la fase
resolución cromatográf
trabajo con fines a la
siguientes:
— Fase móvil gradiente
tabla 30.
— Caudal de 0.65 mí/mm
— Temperatura de 220C.
— Columna acondicionada
este estudio y teniendo en cuenta
alcohol como segundo modificador
móvil no ofrece mejoras en la
ica, las condiciones óptimas de
cuantificación de los PAHs son las
de acentonitrilo/SDS 0.20 Sl
según se indica en tabla 29
En estas condiciones se ha obtenido el cromatograma
que se indica en la figura 39.
3.2.2.2.3. Características analíticas
La determinación de las características analíticas se
ha llevado a cabo siguiendo el procedimiento descrito en
la parte experimental, apartado 2.4.2. Con fines
comparativos también se indican las características
analíticas cuando se utiliza la fase móvil
acetonitri lo/agua.
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_____________ 0. naf~I
1— Naftaleno 59
2— Pluoreno lO
3— Acena? teno 17
4— Fenantreno 0.27
5— Antraceno 0.03
8- Fluoranteno 0.89
7— Pireno 0.20
8— Onceno 0.34
.4 9— SCa» 0.12
.4
10— E(e)p 0.28
II— S(a)p 0.06
¶2- 3(yhi)p 0.53
13— Ob(ah>a C.9A
FI~EtA 39: Cra~atogram de 14’LC de tria nuestra patrón de 13 PM-ls.
Caluma: Nucleosil C18; 5 Mm (150 x 4.6 «nO. Terv.: 2200. Fase nkvil:
gradiente de A04/SDS, (véase tabla 30). Caudal: 0.65 mí/mm. Detección
fluorimétrica, lUX/AM: 254/375 rin. V. Inyección: 20 psi.
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Ca librados
A continuación se representan los calibrados de cada
uno de los PAHe. Los de la derecha (b) corresponden a los
obtenidos con fase móvil acetonitrilo/SDS 0.20 M y caudal
0.85 mí/mm y, los de la izquierda <a) los obtenidos con
la fase móvil acetonitrilo/agua y caudal 1 rl/mm.
(a)
50
40 .~
so -
20 -
10 -
o
(b)
SO
60
12
>4
u
e
40
so
20
10
FIQRA 40: Calibrados del naftaleno.
Condiciones: <al), véase fiu.ra 32; <b), véase tigra 39.
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FIGJtA 41: Calibrados del fluoreno y acenaf teno.
Condiciones: (a), véase tigra 32; <b), véase figtra 39.
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FIQSA 42: Cal Ibrados del fenantreno y antraceno.
Condiciones: (a), véase tigra 32; (b), véase tigra 39.
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FlORA 43: Calibrados del flioranteno y pirerio.
Condiciones: <a), véase tigra 32; <b), véase tigra 39.
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FIQEA 44: Calibrados del benzo(a)antraoeno y criseno.
Condiciones: <a), véase tigra 32; (b), véase tigra 39.
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FIGRA 45: Calibrados del benzo<e)pireno y bezo(a)pireno.
Condiciones: Ca), véase tigra 32; Cb), véase tIgra 39.
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FIGPA 46: Calibrados del benzo(gtli)perileflo y dibenzo(ab)antraceflo.
Condiciones: (a), véase tigra 32; Ch), véase tigra 39.
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L%nuites de detección
En la tabla 32 se especifican los límites de detección
(LD) experimentales calculados teniendo en cuenta la
relación señal/ruido de fondo, LD = 3 S/N ( S señal; N
ruido). En dicha tabla figuran los limites de detección
calculados cuando la cuantificación de PAHs se lleva a cabo
con la fase móvil acetonitrilo/SDS 0.2 t~1 (LD1) y cuando se
utiliza como fase móvil acetonitrilo/agua (LD2). Puede
observarse que los límites de detección son inferiores
cuando la fase móvil es acetonitrilo/SDS 0.2 Sl, dichos
valores varían desde 0.002 ng/pl para el antraceno hasta
5,86 ng/pl para el naftaleno.
En la tabla 32 también figuran los factores de
sensibilización expresados por la relación (L02/LD)xlOO,
siendo todos ellos superiores al 100%. Esto significa que
la determinación cromatográfica de PAHs es más sensible
cuando se utiliza fase móvil acetonitrilo/SDS 0.2 Mu.
Tiempos de retención y precisión en la cuantificación
En la tabla 33 se indican los tiempos de retención de
los PAHs cuando la determinación cromatográfica se lleva
a cabo con acetonitrilo/SOS como fase móvil y caudal de
0.65 mí/mm. También están indicados los limites superiores
de linealidad estudiados, siendo estos del Orden de 10 a
30 veces superiores a los limites de detección.
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de detecci
TABLA 32
ón y factores de sens ibilización de los
NQ PAHs LD1, ng/pl LO2, ng/pl
F.S.
(LD2/LD1)xlOO
1 Naftaleno 5.86 10.2 180
2 Eluoreno 1.74 2.08 120
3 Acenafteno 1.36 2.11 150
4 Fenantreno 0.022 0.03 150
5 Antraceno 0,002 0.003 150
6 Eluoranteno 0.031 0.047 150
7 Pireno 0.016 0.035 220
8 Criseno 0.024 0.042 170
9 B(a)a 0.009 0.015 150
10 E(e)p 0,022 0.049 220
11 B(a)p 0.005 0.010 220
12 B(ghi)p 0.019 0.039 210
13 Db(ah)a 0.033 0.69 210
LD =
LD1:
LD
F u.
3 S/N (experimental)
acetonitrilo/SDS 0.20 H; caudal 0.65 ml/mm
acetonitrilo/agua; caudal 1 mí/rin
factor de sensibilización
En dicha tabla tartién aparecen las desviaciones estándar
relativas siendo éstas inferiores al 7.5% para todos los PAI-4s, a los
niveles de concentraciones de 0.01—26 ng/pl correspondientes a los
puntos medios de los calibrados, con coeficientes de correlación
próxirr~s a 0.999.
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Características en la
«¿vil acetonitrilo/SOS
TABLA 33
determinación craratográfica de PAl-ls con fase
y caudal 0.65 mí/mm
—
PAl-ls tr, rin
Limite
s~erior
estudiado,
ng/pl
x,
ng/psl
5 %
1 Naftaleno 9.24 59 26 3.1
2 Eluoreno 13.66 10 5.8 2.3
3 Acenafteno 13.83 17 6.5 5.0
4 Fenantreno 15.13 0.27 0.12 1,2
5 Antraceno 16.16 0.03 0.01 0.6
6 Fluoranteno 18.54 0.39 0.16 4.1
7 Pireno 20.20 0.20 0.06 6.0
8 enseno 23.40 0.34 0.14 4.6
9 B(a)a 23.60 0.12 0.06 7.4
10 B(e)p 29.03 0.28 0.15 5.1
11 E(a)p 31.04 0.06 0.03 4.2
12 B(ghi)p 33.86 0.53 0.25 1.3
13 Db(ah)a
—u.
36.81 0.94
—.
0.42 0.1
n4
Análogamente en la tabla 34 también se expresan las
características del método cuando la determinación se lleva
a cabo con acetonitrilo¡agua y caudal de 1 mí/mm. Puede
observarse que tanto los intervalos de linealidad
estudiados como las desviaciones estándar relativas son del
mismo orden a las obtenidas con la fase móvil
actonitrilo/SDS 0.2 Mu.
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Características en la
con fase móvil aceton
TABLA 34
determinación crornatográfica de
itrilo/agua y caudal 1 mí/mm u
N
NQ PAHs tr. mm
Limite
superior
estudiado,
ng/pl
x
x,
ng/pl
S~%
E
E
E
E
E
E
E
E
E
E
1 Naftaleno 9.85 59 28 2.6
2 Fluoreno 14.01 10 6.2 6.9
3 Acenafteno 14.24 17 8.0 0.3
4 Fenantreno 16.27 0.27 0.13 0.6
5 Antraceno 17.27 0.03 0.02 1.5
6 Fluoranteno 19.88 0.39 0.20 1.2
7 Pireno 21.02 0.20 0.09 3.3
8 Criseno 24.92 0.34 0.14 9.5
9 B(a)a 25.18 0.12 0.06 3.8
10 E(e)p 29.76 0.28 0.14 5.2
11 E(a)p 31.28 0,06 0.04 5.0
12 E(ghi)p 34.07 0.53 0.24 3.8
13 Db(ah)a 36.86
—u.
0.94 0.50 5.4
n=4 1
Selectividad
u
Con el fin de poder apreciar con más facilidad la
notable selectividad que se obtiene en la separación
cromatográfica de PAHs con fase móvil acetonitrilo/SDS
frente a cuando dicha separación se efectúa con
acetonitrilo/agua, en la figura 47 se indican los
cromatogramas correspondientes a la separación de estos
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FIQSA 47 <a y 1,): Crayatograins de 1-P.C de ira maestra de aire
urbano de la ciudad de I~.tdrid <M 4)
Condiciones experimentales: véase tigra 39 para el orarntogrms
<a) y tigra 32 para el cralntogrsiTe (b>
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compuestos en una muestra de aire urbano. El cromatograma E
<a) se ha obtenido con la fase móvil acetonitrilo/SDS y el
(b) con acetonitrilo/agua. Como queda reflejado en la ¡
figura se obtiene mayor selectividad y sensibilidad, tanto
para los PAHs como para otros componentes no identificados
en la muestra, cuando se utiliza la fase móvil
acetonitrilo/SDS. Así, por ejemplo en el cromatogrania (a)
se identifican los picos cromatográficos 4, 5 y 7
correspondientes a los PAHs fenantreno, antraceno y pireno, ¡
hecho que no ocurre en el cromatograma (b).
También cabe destacar la alteración en el orden de U
elución en algunos de los componentes de la muestra
analizada, que si bien no corresponde a los PAHs si es un
hecho que puede ocurrir en la separación cromatográfica por
CLM frente a cuando esta se efectúa por HPLC en fase
reversa convencional
~inalmente es importante indicar que la utilización U
de la fase móvil acetonitrilo/SOS para la separación y
cuantificación de PAHs presenta las ventajas siguientes: E
mayor sensibilidad y selectividad, menor toxicidad y menor
costo. ¡
u
u
u
£
u
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3.2.3. Separación de PAHe por HPLC con fase móvil
h i dro—orgánica
3.2.3.1. Columna Hypersil Green PAH
Teniendo en cuenta que por CLM, según se ha podido
comprobar en el estudio desarrollado anteriormente, no es
posible la separación cromatográfios de los 13 PAHs, siendo
éste uno de los objetivos planteados en esta memoria, se
lleva a cabo el estudio cromatográfico utilizando como fase
estacionaria una columna específica de PAHs, de aparición
reciente en el mercado y de la que no existe referencia
alguna en la revisión bibliográfica efectuada, además cJe
resultar más económica que las ya existentes con
características similares.
3.2.3.11. Optimización de las variables craTetográficas
Con el fin de conseguir buena resolución de los PAHa,
el m¶nimo tiempo de análisis y alta sensibilidad para su
cuantificación se realiza previamente el estudio de
optimización de les variables experimentales.
Las variables cromatográficas estudiadas han sido, por
una parte el caudal y gradiente de la fase móvil y por
otra, el programa de las parejas de longitudes de onda de
excitación/emisión, para la detección fluorimétrica de los
PAHe.
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Caudal y gradiente de la fase móvil
Para el estudio del caudal y gradiente de la fase
móvil se ha utilizado el detector de filtros Waters 420 por
su fácil manejo además de permitir la detección de todos
los PAHs con filtros de 254 nm (excitación) y de 375 nm
(emisión).
La fase móvil utilizada ha sido acetonitrilo/agua,
seleccionada por las razones indicadas en el estudio
anterior (apartado 3.2.2.2.1.).
En primer lugar se realizan una serie de experiencias
en las que se varia el caudal manteniendo constantes el
resto de las variables oromatogáficas, temperatura ambiente
de 2200 y gradiente de la fase móvil indicado en la
tabla 35, recomendado por la casa comercial para esta
columna.
Gradiente lineal de
TABLA 35
la fase
Tiempo, mm A, % E, %
0.0 50 50
5.0 50 50
25.0 100
A: acetonitrilo
E: agua ¡
Las figuras 48 y 49 muestran
correspondientes a la separaci6n de
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los cromatogramas
los 13 PAHs. Las
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móvil 1
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concentraciones de los PAHa son las mismas en los dos
casos. La figura 48 se ha obtenido con el caudal de 1
mí/mm y la figura 49 con caudal de 2 mí/mm. Se optimiza
el caudal de 1 mí/mm teniendo en cuenta que a pesar de ser
mayor el tiempo de análisis, la sensibilidad es bastante
FM o, no/Ml
13 1— Naftaleno 29
2- Acena? teno 8.0
3-Pluoreno 8.3
4-Fenantreno 0,25
5— Mtraceno 0.02
6- FluorantOflo 0.26
1-Fimo 0.20
8— B(ala 0.01
9-CrIseno 0.33
10— D<e)p 0.22
H II- 8<a)p 0.05
12- U(aUa 0.82
z
¶3— B(giii)p 039
FlORA 48 : CraTatogralE de ~PtC de ira nuestra patrón de 13 PAHe.
Colirna: Hypersil Green PAH <100 x 4.6 rmú. leTra.: 220C. Fase móvil:gradiente de ACM/agua, (véase tabla 35). Caudal: 1 ml/mm. Detección
fluorimétric8,kx/A~ 254/375 rin. V. inyección: 20 i~1•
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superior en este caso, a la par que se mejora la resolución U
de los dos últimos picos cromatográficos correspondientes
al dibenzo(ah)antracenO y benzo(ghi)POrilSflO, frente a
cuando se utiliza el caudal de 2 mí/mm. 1
1
u
PM o, no/Mi
1-Nartaleno 21 3
2- Mona? teno 8.6
13 3-Fluorina
4- Penantreno O 25
5- Antraceno 0021
8- Fluoranteno 0,26
1- rimo 0.20é
9— B(a)a o.oil
uJE 9-Criseno 0.33
¶0- Ee)p 0.
II— 9(a)p
¶2- tE(ah>a 0.81
13— BCgIil>p a,ar
u
¡
FlORA 49 : Craintogrwrn de I-Pt.C de ¡ra rrueetra patrón de 13 PM-ls. 3
Coluina: Hypersil Green PAH (100 x 4.6 miO. Tenp.: 2*. Fase móvil:
gradiente de >04/agua, (véase tabla 35). Caudal: 2 mí/mm. Detección ¡
fluorimétrica, ~ 254/375 rwn. y. inyección: 20 pl.
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Por otra parte es importante resaltar que la
utilización del caudal de 1 mí/mm coníleva a un ahorro de
fase móvil del orden del 60%.
Para la selección del gradiente de la fase móvil se
han efectuado varias pruebas termostatando la columna a
2200 y caudal de 1 ml/mm. En la tabla 36 se indica el
gradiente optimizado en este estudio. En la figura 50 se
muestra el cromatogramna obtenido con este gradiente. Puede
observarse que los tiempos de retención son Inferiores a
los que se obtienen aplicando el gradiente de la tabla 35
(figura 48).
Gradiente li
TABLA 36
neal de la fase móvil
Tiempo,
mi n
A, % 8, %
0.0 50 50
3.0 50 50
15.0 78 22
23.0 100
35.0 100
37.0 50 50
tA: acetoni rilo
B: agua
Caudal: 1 mí/mm
Programa de longitudes de onda de excitación/emisión
Con el
detección fi
fin de conseguir la máxima sensibilidad en la
uonimétrica, se realiza el estudio para la
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PAH cha/Ml ¡
1— Na?talero 32
2- Aun?teno LS
3— Fl’areno 92
13 4- Fenantrefla 032 ¡
5- Antraceno 0.03
8- Flucranteno 6.29
0.41
e— B(a)a 0.08
9-Criseno
lO— E(e)p 0.24
¶1- B(s)p 0063
12-M<ah)a 0,68
t3- B(gÉii)p 0.85,
u
¡tj•
¡
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FL3RA 50: CrcastoarffliR de 1-PtO de ira maestra patrón de 13 PM-ls.
1Coluina: I4persil Groen PAH (100 x 4.6 miO. Tev.: 2*. Fase móvil:gradiente de ACkI/agua, (véase tabla 36). Caudal: 1 ini/mm. Detecciónfluorimétrica, kl/A.: 254/375 rwn. Y. Inyección: ~ ~I.
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selección del programa de las parejas de longitudes
de excitación/emisión. Este estudio se efectúa
detector fluorimétrico Perkin Elmer LS 30,
Para ello, tomando como base las longitudes
óptimas de excitación y emisión, apartado 3.1.1.
tiempos de retención de los PAHs, se efectúan
programas seleccionando el indicado en la tabla 31.
fin de evitar fluctuaciones de la linea base debido
Programa de longitudes
TABLA 37
de onda de exc itación/emisión
Compuesto detectado Tiempo, 5 A~, nm X9~, nm
1—Naftaleno,
2—acenaf teno,
3— fluoreno
0 280 324
4—Fenantreno 720 250 365
5—Antraceno 840 254 402
6—Eluoranteno 940 285 465
7—Pireno 1005 270 390
8—B(a)a,
9—or i seno
1230 270 384
10—B(e)p 1410 290 390
11—B(a)p 1590 295 405
12--Db(ah)a,
13—B(gh i )p
1755 290 418
Esotor de atenuación = 256 para todos los critios procedidos.
parte al gradiente de la fase móvil
de las parejas de longitudes de
acenafteno y fluoreno se detectan a
y por otra al cambio
onda, el naftaleno,
las mismas longitudes
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de onda
con el
de onda
• y los
var ios
Con el
por una
ude onda 280/324 nm. Por otra parte el hecho de que se
encuentren algunos picos cromatográficos muy próximos entre
si, imposibilita poder efectuar el cambio a las longitudes
de onda óptimas de algunos PAHs, como ocurre con el
benzo(a)antraceno y criseno que se detectan a las mismas
longitudes de onda 270/384 nm, y el dibenzo(ah)antracénO
y benzo(ghi)perileno con la pareja de 290/418 nm.
En la figura 51 se muestra el cromatograrna obtenido
en las condiciones optimizadas.
Las concentraciones de
son bastante inferiores a
aparecen en las figuras 48,
caso el sistema de detecci
sensible.
los PAHs en la mezcla patrón
las de los cromatogramas que
49 y 50, debido a que en este
ón utilizado es bastante más
El cambio de detector ha influido también. aunque
ligeramente, en la resolución cromatográfica debido a: los
cambios de las conexiones efectuadas desde la salida de la
columna analítica hasta la entrada a la célula del
detector, al tamaF~o de dicha célula y a las longitudes de
onda utilizadas para la detección de los PAHs.
A continuación se resumen las condiciones óptimas para
la separación y determinación de los 13 PAHs objeto de
estudio:
1
u
¡
u
¡
¡
¡
u
¡
¡
u
— Caudal: 1 mí/mm.
— Gradiente de la fase móvil
— Programa de longitudes de
y emisión: tabla 31.
— Temperatura de la columna
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tabla 38.
onda de excitación
anal ¶ t ica: 220 e.
u
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u
PM4 o. ng/Ml
1— Naftaleno 088
2— Acena? teno 0.44
3— Fluoreno 0.20
4— Fenantreno 0.13
5-Antraceno 0.11
8- Fluoranteno 005
1— Pireno 0,06
8- 8(a>a 0.08
9- Crisano 0,16
w lO— D<e)p 0.13£
M
1— Ii— SCa» 0.04
z ¶2— 08(ah)a 0.10
¶3- D(~t1)p 0.08
FlORA 51: CnntogrWTB de 1-PtO de una nuestra patrón de 13 PM-ls.
Colirna: Hypersil Green PAJ-4 (100 x 4.6 miO. Ten~t: 2200. Fase móvil:
gradiente de ~/agua, (véase tabla 36). Caudal: 1 mí/mm. Detección
fluorimétrica: (véase tabla 37). y. inyección: 20 pl.
3.2.3.1.2. CaracterísticaS analíticas
Para la cuantificación de los PAHs se han tomado como
base las áreas de los picos oromatográficos y para su
56
8,
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identificación los tiempos de retención. A
representan los calibrados de cada uno de
se indica la sensibilidad, expresada por
los calibrados y los límites de detección,
del método para su determinación.
continuación se
ellos; también
la pendiente de
y la precisión
Calibrados
Los calibrados, figuras 52, 53,
obtenido inyectando 5 mezclas patrones
el intervalo de concentraciones compr
y 1.5 ng/ial. Para ello se ha seguido
indicado en el apartado 2.4.2.4.2.a.
experimental de esta Memoria.
54 y 55, se han
de los 13 PAHs en
endido entre 0.01
el procedimiento
de la parte
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ng
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FIGURA 52:
Condiciones:
Calibrados del
véase figura 51.
naftaleno y acenaf teno.
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FIGURA 53: calibrados del fluoreno, tenantreno, antraceno
y fluoranteno.
Condiciones: véase figura 51.
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FIGURA 54: Calibrados del pireno, B(a)a, criseno y B(e)p.
Condiciones: véase figura 51.
248
100
¿0
SI
o
>4
u
e
60
40
0 0.5 1.0 lA 2.0 2.5
ng
20
a
90
75
ao
1~
>4
Iv
u
a-CC
60
45
30
15
o
4 5 6
7590
75 60
60
— SI0 45
>445 ‘e
u u
•a-CC so
1515
o
70
60
50
SI
o
— 40
>4
a
• SO
20
10
o
‘tu
FIGURA 55: calibrados del B(a)p, Db(ah)a y B(ghi)p
Condiciones véase figura 51.
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ng
O
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ng
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En la tabla 38 se muestran las pendientes, m, de los
calibrados así como los intervalos lineales de
concentraciones ensayados para cada uno de los PAHs. Como
puede observarse los máximos valores de las pendientes
corresponden al fluoranteno y benzo(a)pireno, siendo éstos
de 78.2x105 y 60.2x105 NF1 respectivamente.
Pendientes de los calibrados
TABLA 38
e intervalos de linealidad ensayados
PAH mn x io5, M 1 Intervalo de linealidac?
ng/pl
Naftaleno 2.25 0.3—1.5
Acenafteno 7.29 0.2-0.6
Fluoreno 8.03 0.07—0.2
Fenantreno 15.8 0.04—0.2
Antraceno 23.9 0.04—0.2
Fluoranteno 78.2 0.02—0.1
Pireno 39.0 0.02—0.1
B(a)a 29.4 0.03—0.1
Criseno 15.0 0.05—0.2
B(e)p 14.1 0.04—0,1
E(a)p 60.2 0.01—0.04
Db(ah)a 21.5 0.07—0.1
B(ghi)p 18.0 0.03—0.1
m: pendiente del
‘limites ensayados
calibrado
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Los intervalos de linealidad oscilan entre 0.01 y
1.5 ng/i.*l, valores correspondientes a los limites inferior
y superior del benzoCa)pireflo y naftaleno respectivamente,
con coeficientes de correlación superiores a 0,999.
Limites de detección
Los
tabla 39.
relación 3
siguiente:
limites de detección
Para su determinación se
SIN, tomando como base
(LO) se indican en la
ha tenido en cuenta la
la expresión matemática
Sefial (mV) = Área (0.51W x 5
)
0,5 x W1 (5)
donde anchura del pico cromatográfica en la
linea base (W1 = 60 s para el ruido).
Como puede observarse los límites de detección varian
desde 0.012 pg/pl para el fluoranteno hasta 0.45 pg/pl para
el naftaleno. Estos valores de los LO son de 30 a 1000
veces inferiores a los indicados en la bibliografía (279).
x 10~~
251
TABLA 39 U
Limites de detección de los PAHs
P
PM c, Señal, Ruido,
ng/20 pl mV mV
LD,
pg/j4l
Naftaleno 17.5 144.4 0.0236 0.45
Acenafteno 8.76 237.0 0.0236 0.15
Fluoreno 3.76 114.8 0.0236 0.15
Fenantreno 2.52 179.8 0.0296 0.050
Antraceno 2.28 222.2 0.0296 0.045
Fluoranteno 0.96 291.2 0.0236 0.012
Pireno 1.20 189.9 0.0152 0.015
B(a)a 1.66 212.5 0.0190 0.025
Criseno 3.24 193.4 0.0190 0.050
B(e)P 2.64 133.3 0.0296 0.10
E(a)p 0.84 195.4 0.0296 0.020
Ob(ah)a 2.04 164.8 0.0296 0.050
B(ghi)p 1.66 113.3 0 0296 0.050
LD = 3 S/N (S/N: ruido)
Los bajos valores en los limites de detección son
debidos a la utilización de un programa de nueve parejas
de longitudes de onda de excitación/emisión, que permiten
que la medida de fluorescencia prácticamente se efectúe a
las longitudes de onda óptimas de cada uno de los PAHe.
Precisión
En la tabla 40 se indica la precisión del método. Como
queda reflejado, la determinación de PAHa puede llevarse
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a cabo con desviaciones estándar relativas, ~~r’
comprendidas entre 0.9 y 10 % (n = 4), a los niveles
concentraciones de 0.028 — 0.87 ng/IJl.
Precisión en la determi
TABLA 40
nación de PAHs
PAH c, ng/¡.Jl X, ng/¡Jl
n
ng/pl s~, ~
Naftaleno 0.88 0.87 10 1.2
Acenafteno 0.44 0.44 4.0 0.90
Fluoreno 0.20 0.20 3.6 1.8
Fenantreno 0.13 0.13 1.7 1.4
Antraceno 0,076 0.072 7.2 10
Fluoranteno 0.048 0.048 0.58 1.2
Pireno 0.04 0,043 2.3 5.4
B(a)a 0.056 0.059 0.58 1.0
Criseno 0.11 0.11 7.5 6.6
E(e)p 0.088 0.09 1.8 1.9
B(a)p 0.028 0.028 1.0 3.6
Db(ah)a 0.10 0.098 4.5 4.6
B(ghi)p 0.056 0.063 5.8 9.3
c: concentrad ón en el punto medio del calibrado, n=4
En la tabla 41 se indican los tiempos de retención de
los PAHs y su precisión expresada por la desviación
estandar relativa, 5r’ ~ cuyos valores son todos
inferiores al 1.5%.
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Tiempos de retención de los
TABLA 41
PAHs y precisión
PAH tr, mm 5
Naftaleno 7.01 0.10 1.45
Acenafteno 10.85 0.10 0.91
Fluoreno 11.65 0.09 0.75
Fenantreno 13.27 0,08 0.59
Antraceno 14.94 0.06 0.37
Fluoranteno 16.50 0.06 0.37
Pireno 17,62 0.05 0.22
B(a)a 21.90 0.04 0.18
Criseno 22.96 0.06 0.24
B(e)p 25.18 0.06 0.22
B(a)p 28.82 0.04 0.14
Db(ah)a 31.12 0.09 0.28
B(ghi)p 31.92 0.11 0.34
n4
Finalmente hay que resaltar que la utilizaci
columna específica para la separación de PAHs y el
de longitudes de onda de excitación/emisión
detección, ha dado lugar a la puesta a punto de
altamente sensible y selectivo que ha perm
determinación de estos contaminates en
ambientales, como se verá posteriormente.
ón de una
programa
para su
un método
itido la
muestras
u
a
U
u
u
u
u
u
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3.2.3.2. Columna Ultraspher
3.2.3.2.1. Optimización de las variables crmntográficas
Con el fin de poner a punto un método para la
determinación de benzo(a)pirenO en muestras de humo de
tabaco, dado el poder cancerígeno que posee este PAH, se
ha procedido a la optimización de los parámetros
cromatográficos. Para ello se han efectuado varios ensayos
inyectando una muestra de los 13 PAHs en concentraciones
0.04 a 0.68 ng/ial, utilizando una columna Ultraspher, y
empleando como fase móvil gradiente de acetonitrilo/agtaa.
Como sistema de detección se ha utilizado el detector
fluorimétrico LS 30 Perkin Elmer, a las longitudes de onda
de excitación/emisión de 295/405 nm correspondientes a las
óptimas del benzo(a)pireno.
Tras estas experiencias se ha llegado a las siguientes
condiciones óptimas:
— Caudal: 1 mí/mm
— Gradiente de la fase móvil: tabla 42
— X6>~ /X6~: 295/405
— Temperatura: 22
0C.
En estas condiciones se ha obtenido el cromatograma
de la figura 56. Como puede observarse la resolución es
perfecta para la cuantificación del benzo(a)pireno en
presencia de los PAHs que suelen eluir próximos al
benzo(a)pireno.
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Gradiente de la fase
TABLA 42
móvil
Tiempo, mm A, % E, %
0.0 55 45
5.0 55 45
30.0 85 15
40.0 85 15
42.0 55 45
A: acetonitrilo
E: agua
PM
1- Naftaleno
2- Acenaf teno
3- Fluoreno
4— Fenantreno
5- Antraceno
6— Fluoranteno
1— Pireno
fi— B(a)a
9— Criseno
lO- E(e)p
II— Ma)o
12- OfiCahia
¶3— E(glii)p
u,
ÑÚ
w
E
1-
z
FlORA 56 : Crcmstogrwln de 1-PtO de una nuestra patrón de 13 PARe.
Columa: Ultraspher (125 x 4 miO. Tenp.: 2200. Fase móvil: gradiente
de ACN/agua, (véase tabla 42). Caudal: 1 mí/mm. Detección
fluorilrétrica,.>ix/A& 295/405 rin. y. inyección: 20 Ml.
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3,2.3.2.2. características analiticas
Teniendo en cuenta que este estudio se efectúa con
finalidad de poner a punto un método que permita
determinación de benzo(a)pireno en muestras ambientale
en concreto en el humo del tabaco, la cuantificación
lleva a cabo tomando como base el área del p
cromatográfico del bezoCa)pireno. Para ello se sigue
procedimiento especificado en el apartado 2.4.2.4.2W.
la
la
sy
se
co
el
En las tablas 43 y 44,
analíticas del método para
Como puede observarse en la
estandar relativa ~~r’ %) es del
concentración de 0.02 ng/pl y
retención del 0.73%
se exponen las características
la determinación de este PAH,
tabla 43 la
5.3% (n4) a
respecto al
Precisión del método
TABLA 43
para la determinación del B(a)p
tr: 33.67 c: 0.02
x: 33.85 A: 217x105
s: 0.25 s: 1.2x105
%: 0.73 % : 5.3
t ‘ mm
c: ng/pl
A: Área media
n4
desvi ac
1 nivel
tiempo
ón
de
de
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uEn la tabla 44 se indica el limite de detección del
benzo(a)pireno. Se ha calculado según se ha indicado en el
apartado 3.2.3.1.2.
TABLA 44
Limite de detección del benzo<a)pirCflO
El valor del
veces inferior al
limite de detección
referido en la bibí
0.024 pg/j4l, es
iograf¶a (279).
u
1
¡
200 3
El desarrollo de este estudio
puesta a punto de un método sensible
determinación de benzo(a)pireno en el
se verá más adelante,
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ha dado
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3.2.4. Aplicaciones de los métodos cromatográficos
propuestos a la determinación de PAHs en aire,
humo de tabaco y agua
3.2.4.1. Aire
Los métodos propuestos para la determinación de PAHs
por CLNI, apartado 3.2.2.2.2., y por HPLC utilizando la
columna específica Green PAH, apartado 3.2.3.t, se han
aplicado a la determinación de PAHs en muestras de aire
urbano de la ciudad de Madrid.
Los resultados obtenidos por ambos métodos se detallan
a continuacion.
3.2.4.1.1. Determinación de PAHs por CLM con fase
móvil acetonitrilo/SDS.
Para la determinación de PAHs por CLM en muestras de
aire particulado de la ciudad de Madrid se han seguido los
procedimientos especificados en los apartados 2.4.3.1. y
2.4.2.4.1.b. correspondientes a la preparación de las
muestras y determinación oromatográfica de los PAHs
respectivamente.
En la tabla 45 se presentan los resultados obtenidos
aplicando el método propuesto a 3 muestras de aire urbano.
También se indican los resultados obtenidos por
cromatograf la de gases (GO) aplicando el método TO—13 (279)
recomendado por la EPA con el fin de comprobar la validez
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del método.
TABLA 45
Determinación de PAHs por CLM en muestras de aire
particulado de la ciudad de Madrid. (ng/m3 aire)’
= .___
PAHa
‘3
Nuestra
NS N6 Nl
CLH GC”’ CIN OC”’ CLM OC”’
1 Naftaleno — — — — — —
2 Eluoreno — — — — — —
3 Acenaftano — — — — — —
4 Fenantreno 1 1,3 3.3 6 1.5 1.8
5 Antraceno 0,4 0,2 0.1 1.2 0.3 0,3
6 Fluoranteno 2.1 11.3 1.5 ¶2.1 0,5 6,1
7 Pireno 5.2 11,9 3,5 16.5 — 7.9
8 Criseno
¶6
8.5
5 ¶1.5
13.3
7,3 9.9
8.2
6,99 E(a)a
10 B(e)p lO 2 158 63 141 21
¶1 E(a)p 30 3.9 18 1,6 32 6
12 B(ghi)p 48 28 33 35 9•~ 0.9
¶3 Ob(ah)a 0,8 — lO 08 09
= — — — —— —
09
—
(fl 2)
“Las ouestras han sido tomadas en invierno de 1993
Grormatografla de gases (219)
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El criseno y benzo(a)antraceno se determinan
conjuntamente por CLH debido al solapamiento de los picos
cromatográficos correspondientes a los dos PAHs.
Puede observarse que los PAHs de bajo peso molecular,
naftaleno, fluoreno y acenafteno no se identifican en
ninguna de las tres muestras analizadas por ambos métodos,
debido a la volatilidad ~ue poseen y por consiguiente
pueden perderse a lo largo del proceso de la preparación
de las muestras; por la misma razón, no suelen encontrarse
con frecuencia en el aire particulado.
Cabe destacar que los resultados obtenidos para el
fenantreno, antraceno, benzoCa)pireno, benzo(ghi)perileno
y dibenzo(ah)antraceno son concordantes por ambos métodos.
Por CLM se obtienen resultados inferiores para los PAHs
fluoranteno y pireno debido posiblemente a una mayor
resolución cromatográfica por parte de este método. En el
caso concreto del benzo(e)pireno las diferencias por exceso
entre los resultados obtenidos por los dos métodos pueden
ser debidas al solapamiento de este PAH con
benzo(k)fluoranteno y benzo(b)fluoranteno cuando la
determinación se efectua por CLM.
Por otra parte las diferencias entre resultados
también pueden justificarse teniendo en cuenta que, la
forma en que se lleva a cabo la integración de los picos
cromatográficos en cada uno de los dos métodos es
diferente.
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3.2.4.1.2. Determinación de PAHs por
la columna espeCífica
acetonitriIo/agua como fase
HPLC utilizando
Green PAH y
móvil
Siguiendo
apartados 2.4.3
la muestra y su
determinado los
ciudad de Madrid.
los procedimientos descritos en los
.1. y 2.4.2.4.2... para la preparación de
análisis por HPLC respectivamente, se han
PAHs en seis muestras de aire urbano de la
En primer lugar, y con el fin de comprobar la validez
del método propuesto en el apartado 3.2.3.1. se comparan
los resultados de tres de las muestras (MS, MG y M7), con
los obtenidos por cromatogralla de gases <Go) aplicando el
método TOd3 (279).
En la figura 57 se presenta el
correspondiente a la muestra de aire MG. Los
los análisis de las tres muestras se i
tabla 48.
cromatograma
resultados de
ndican en la
Las discrepancias entre resultados pueden atribuirse
a diferentes factores, así, los contenidos de fluoranteno,
pireno y benzo(a)antraceno, son inferiores a los obtenidos
por GO posiblemente debido a una mayor selectividad del
método propuesto; las diferencias por defecto en los
contenidos de criseno en las muestras MO y M7 puede
justificarse teniendo en cuenta que por GO se determinan
conjuntamente criseno y trifenileno.
Las diferencias por exceso pueden ser debidas a la
notable sensibilidad y selectividad que presenta el método
propuesto debido a la utilización de una columna específica
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de PAHa y de un programa de nueve parejas cJe longitudes de
onda de excitación/emisión para la detección de los PAHs.
9M4
7 4— Fenantrmna
5- Antraceno
6— Flucranteno
1- Firboc
6- W¿)a
9- Crísena
¶0— E(e)p
II— 9(a)p
¶2- DWakda
¶3— $~i>p
FIQRA 57: Craintogrw>n de I-PI.C de la maestra 1~ de aire urbano.
Coluria: Hypersil Groen PAR (100 x 4.8 rmú. Teq~.: 2200. Fase móvil:
gradiente de AOL/agua, véase tabla 36 (apertacb 3.2.31.1.). Caudal:
1 mí/mm. Detección: Fluorlmétrica, véase tabla 37 <q~ertado
3.2.3.tlj. y. inyección: 20 pl.
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TABLA 46
Determinación de PAHs por I-PLC en maestras de aire particulado de la
ciudad de fr~drid. (ng/m3 aire)’
N2 PAHa
Nuestra”
NS NO MI
oc MRO OC”’ MRO GO”’
1 Naftaleno — — — — — —
2 Acenafteno — — — — — —
Fluorina — — — — — —
4 Fenantreno 1.4 1.3 3.3 8.0 1.0 1.8
5 Antraceno 0.4 0,2 0.8 1.2 — 0.3
6 Fluoranteno 1,0 11,3 1.5 12.1 0.3 8.1
7 Pireno 8,6 11,9 S.l 16,5 2.4 1,9
8 B(a)a — 5,0 5.4 7,3 3.5 6.9
9 Crisma 1.9 6,5 6.6 13,3 4.9 8.2
¶0 8(e)p 4,9 2.0 5.1 6.3 3.5 2,1
11 B(a)p 4.9 3.9 4,9 7.6 2.9 6.6
12 Db(ah)a 0,7 - 0.8 0.8 0,5 0.9
13 B(ghi)p 5.0 2.8
— — — —
6,5 3.5
— —
4,1 9.9
— —
han sido tomadas en invierno de ¶993
~‘ Groastografla de gases (219)
u
¡
u
u
u
E
u
u
u
E
E
*
2’
2)
las oueatras
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Por otra parte, como se ha indicado anteriormente, los
resultados pueden variar si se tiene en cuenta que los
integradores utilizados en los dos métodos son diferentes
y al presentar deriva la linea base la forma de integración
es distinta.
De acuerdo con la bibliografía (179, 279 y 286) la
determinación de PAHs en aire particulado puede llevarse
a cabo sin necesidad de realizar la etapa del olean-up
cuando las muestras se encuentran poco contaminadas. El
captador que se ha utilizado para la toma de muestras
analizadas en esta memoria ha sido de alto volumen por lo
que debido a esta característica, las muestras deben estar
bastante contaminadas.
Considerando que el método propuesto ofrece las
características analíticas de alta sensibilidad
(utilización de nueve parejas de longitudes de onda óptimas
de excitación/emisión para su detección fluorimétrica) y
selectividad (por la razón indicada y además por la
utilización de una columna espeo¶fica de PAHs), se ha
estudiado la posibilidad de efectuar la determinación de
PAHs sin necesidad de llevar a cabo la etapa del clean—up,
operación que resulta laboriosa y de larga duración. Para
ello, el extracto de una muestra de aire (MG) se dividió
en dos fracciones; en una de ellas se practicó el clean—up
y en la otra se eliminó esta etapa.
Los oromatogramas obtenidos se encuentran
representados en las figuras 58 y 59. En el cromatograma
de la figura 58, aparecen uno picos cromatográficos debidos
a la presencia de compuestos fluorescentes muy polares y
polares, ahora bien como puede observarse, son los primeros
en eluir y no interfieren en la determinación de los PAHs
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estudiados.
PAN
4- Fmnutreno
O- Flwranteno
7— Pireno
8— 9(a),
9- Criseno
lO— 8(e)p
II— B(u)p
¶2- Db(uida
13— eCid»
fis’
w
w
E
H
fr.
z
FTQRA 58: Cramtograan de IfLC de la nuestra M9 a la que se ha
practicado la etapa cJe purificación.
Coluiria: Ffrpersil Green PM (100 x 4.6 miO. Tewrp.: 2200. Fase móvil:
gradiente de AD’~/ag..aa, véase tabla 38 (apartado t23.1.t). Caudal:
1 ni/mm. Detección: Fluorimétrica, véase tabla 37 (apartado
3.2.3.1.1.). Y. Inyección: 20 Ial.
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PM
1- Naftaleno
4— Fnantreno
8- fluorantesw
1— Pireno
8— SCa»
9— Criseno
¶0- B(.lp
w
t- B<a)p
12- tt(M)a
13- S(~I)p
1-~
FISSA 59: Crcsrotogrn de 1-PtO de la maestra m en la que se ha
eliminado la etapa de purificación.
Coluiria: Hypersil Green PAR (100 x 4.6 ifni). Tsí~~.: 2200. Fase móvil:
gradiente de AC>I/ags, viese tabla 38 (apertade 3.2.3.1.1.). Caudal:
1 mí/mm. Detección: Fluorimétrlca, véase tabla 3T (apertwt>
3.2.3.1.1.). V. InyeccIón: 20 pl.
u
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Por otra parte, los compuestos alifáticos que existen U
en la muestra de aire no son detectados por no ser
compuestos fluorescentes, sin embargo, por GO/FID sI
podr¶an detectarse, por lo que habría que proceder a su
separación previa mediante la etapa del clean—up. 3
En la tabla 47 se recogen los resultados de tres
muestras de aire; en ella se indican los resultados
obtenidos efectuando la etapa de purificación y los a
obtenidos cuando no se lleva a cabo esta etapa.
Tanto en las figuras 58 y 59 como en la tabla 47 puede 1
observarse que se obtienen mayores contenidos de PAHa
cuando el análisis se efectúa sin llevar a cabo la etapa 3
del clean—up, obvio teniendo en cuenta la manipulación que
requiere esta etapa. Así por ejemplo, los picos 3
cromatográficos de la figura 59 son más intensos que los
de la 58, observandose además la presencia de hidrocarburos E
muy volátiles como es el caso del naftaleno (pico
cromatográfico 1) 1
No obstante los resultados obtenidos por ambos métodos
son muy similares, lo que demuestra que la etapa del clean— ¡
up puede ser eliminada cuando se aplica el método propuesto
a la determinación de PAHs en muestras de aire urbano, al 3
menos cuando éstas se encuentran contaminadas a estos
niveles de concentración de PAHs. ¡u
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TABLA 47
Determinación de PAHs por HPLC en muestras de aire
a ¡particulado de la ciudad de Madrid. (ng/m aire)
2)
Las muestras han sido tonadas en invierno de 1993
sin realizar la etapa del clean—up
¡
1
£
¡
1
¡
1
u
E
£
1
1
E
E
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Por último hay que indicar que en las seis muestras U
analizadas, se encuentran pireno, benzo<a)pirenO, ubenzo(a)antraceno y benzo(ghi)perileno, hidrocarburos
procedentes de las emisiones de vehículos, y el
benzo(a)pireno, uno de los PAHs que presentan mayor ¡
toxicidad e indicador además de contaminaciones domésticos
e industriales. Estos resultados son lógicos teniendo en 3
cuenta que el muestreador se encuentra situado en el centro
de Madrid con un elevado indice de tráfico rodado (287 y u
288). u
u
u
u
¡
1
u
¡
1
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3.2.4.2. Humo de tabaco
3.2.4.2.1. Preparación de la muestra: Optimización de
variables experimentales
Extracción
En primer lugar para la extracción de PAHs de los
filtros, donde se encuentran adsorbidas las particulas del
humo de tabaco, se han ensayado los tres agentes
extractantes más utilizados, de acuerdo con la bibliograf¶a
para este tipo de muestras, acetonitrilo, cloruro de
metileno y ciclohexano (289).
Cuando se utiliza acetonitrilo como agente extractante
se obtienen muchas interferencias en el análisis
cromatográfico debido a la presencia de otros compuestos
en el extracto, que no son de interés en este estudio. Por
otra parte la evaporación a vacio del disolvente, etapa
previa para llevar a cabo la purificación del extracto, es
muy lenta.
La utilización de cloruro de metileno ha dado mejores
resultados que el acetonitrilo en cuanto a que es más
rápida su evaporación a vacio, pero debido a su alto poder
de extracción por la nicotina y otros compuestos polares,
ha dado lugar a dificultades en el aislamiento de estos
compuestos en la operación del OlSan—44p.
El ciclohexano ha sido seleccionado como agente
extractante del benzo(a)pireno en el humo de tabaco, debido
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a que presenta menores interferencias para su determinación ¡
cromatogréfica, siendo el volumen optimizado para la
extracción de 10 ml. 1
Por otra parte, se ha estudiado la recuperación del ¡
benzo(a)pireno. Para ello se han utilizado cuatro filtros;
a tres de ellos se les ha adicionado 100 ng de
benzo(a)pireno y el cuarto se ha utilizado como blanco. A
continuación se ha procedido a la extracción con 10 ml de aciclohexano, agitando para ello durante 30 minutos en bafio
de ultrasonidos; del extracto se han tomado 2 ml y se ha
efectuado el cambio de disolvente a metanol; posteriormente ¡
se ha aplicado el procedimiento del apartado 2.4.2.4.2.b.
para la determinación cromatográfica del benzo(a)pireno en 3
cada una de las muestras. Los resultados obtenidos se
presentan en la tabla 48, en la que puede observarse que ¡
se obtiene una recuperación del 102% en el proceso de
extracción del benzo(a)pireno. ¡
a
TABLA 48
Recuperación del benzo(a)pireno en el proceso de extracción ¡
Filtro
E(a)p, ng Recuperación
a~adido encontrado R, % R, %
1 100 105 105
102
2 100 103 103
3 100 99 99
4 —
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Purificación
Por otra parte se ha procedido a la purificación de
los extractos procedentes de los filtros 1, 2 y 3.
En esta et
sílice, con el
compuestos pola
la nicotina,
muestras y por
apa se han utilizado cartuchos sep—pak de
fin de eliminar al máximo la presencia de
res en la fracción elulda, como por ejemplo
componente mayoritario en este tipo de
consiguiente muy interferente.
Los disolventes acondicionadores
los eluyentes empleados en este
seleccionados tras un planteamiento
propiedades de estos disolventes, ten
polaridad de cada uno de ellos
la extracción en fase solida
disolventes que se han utiliz
como acondicionador (15 mí) y
metileno (2 mí). Para ello se
2.4.3.2. descrito en la parte
de los cartuchos y
estudio han sido
teórico sobre las
iendo en cuenta la
(290) y la base general de
(SPE). Por consiguiente los
ado han sido el ciclohexano
como eluyente el cloruro de
ha seguido el procedimiento
experimental.
En la tabla 49 se Indica la recuperación
benzoCa)pireno en el proceso de purificación, siendo
del 38%. Esta baja recuperación lógicamente es debida
elevada complejidad de este tipo de muestras.
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a la
uTABLA 49 1
Recuperación del E(a)p en el proceso de purificación
Filtro
B(a)p, ng Recuperación
afiadido encontrado R, % R, %
1 100 38.5 38.5
38
2 100 37.5 37.5
3 100 38.0 38.0
Al tratarse de muestras muy complejas con altos
contenidos de diferentes compuestos, no ha sido posible
obtener recuperaciones superiores en la etapa del clean—up,
hecho que se hubiera conseguido utilizando mayor volumen
de eluyente, pero que conllevaría a un mayor número de
interferencias; de esta manera se evitan éstas en el
análisis cromatográfico a la par que se consigue mayor
reproducibilidad en la cuantificación del benzo(a)pireno.
3.2.4.2.2. Determinación de benzo(a)pireno por HPLC
utilizando fase móvil acetonitrilo/agua
La determinación del benzo(a)pireno se ha llevado a
cabo en los dos tipos de tabaco, rubio y negro. Los filtros
analizados contenían el humo particulado correspondiente
a 5 cigarrillos (apartado 2.4.3.2.1.). Para ello se han
seguido los procedimientos 2.4.3.2. y 2.4.2.4.2.b. donde
se indican la preparación de las muestras y cuantificación
del benzo(a)pireno.
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Identificación
En primer lugar para la identificación del
benzo(a)pireno en las muestras se ha tomado como base el
tiempo de retención de este PAH. Para comprobar la
veracidad del análisis, en una de las muestras preparadas
del humo de tabaco, se han registrado los espectros de
excitación y emisión en la fracción de elución
correspondiente al pico cromatográfico, identificado como
el del benzo(a)pireno, y se han comparado estos espectros,
con los obtenidos en la fracción de elución de una muestra
patrón que contenía unicamente benzo(a)pireno. El registro
de los espectros se ha efectuado parando el flujo en el
instante en que la fracción de elución correspondiente al
benzo(a)pireno se encontraba en la célula del detector.
En las figuras 60 y 61 se presentan los espectros
obtenidos en las muestras de tabaco y patrón
respectivamente, Puede observarse que los espectros de
emisión correspondientes a las dos fracciones de elución
presentan el mismo hábito.
En lo que respecta a los espectros de excitación, es
lógico que existan diferencias debido a que en la muestra
de humo de tabaco existen compuestos que también presentan
bandas de absorción en esta zona del espectro.
Por otra parte la banda de emisión aparece en la misma
zona espectral tanto cuando la excitación se efectúa a
295 mr como cuando se realiza a 363 nm lo que confirma la
evidencia del espectro (figura 60).
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FI~*iA 60: Espectros de excitación y emisión del benzo(a)Pirerlo en
una nuestra de tabaco; (a), espectro de excitación (1,, =
405 rin); (b y c), espectros de emisión ~ 295 y 363 rin)
le
5..
FIQPA 61: Espectros de excitación y emisión del benzo(a)pireflO en ira
nuestra patrón, 0.02 ng; (a): espectro de excitación <I
405 mO; (b): espectro de emisión (l,~ 29.5 rin)
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Cuantificación
Para la cuantificación del benzo(a)pirCflO se ha tenido
en cuenta el área del pico crornatográfico. Para ello se ha
tomado como referencia el área correspondiente al de una
muestra patrón de concentración del mismo orden que las de
las muestras a determinar.
En la figura 62 se presenta dos cromatograrflas. El (a)
se ha obtenido inyectando 20 pl de metanol, para comprobar
que la zona donde se identifica el benzo(a)pirenO está
libre de interferencias. El cromatograma (b) se ha obtenido
inyectando una muestra patrón del benzo(a)pirenO como
referencia para la identificación y cuantificación del
mismo en las muestras de humo de tabaco. Estas inyecciones
se realizaban previamente a la determinación del
benzo(a)pirenO en las muestras de humo de tabaco.
En las figuras 63 y 64 se presentan los cromatograiflas
obtenidos tras la inyección de dos muestras, una de tabaco
rubio, figura 63, y otra de tabaco negro, figura 64.
Observando ambos cromatogramas se puede destacar que
en general la complejidad de los dos tipos de muestras es
del mismo orden, si bien el contenido es superior en el
tabaco negro.
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FIQJRA 62: C~c.~stogrSTfl5 de 1-PtO.
0.02 ng
(a): metanol; (b) :benzo(a)pirGnO,
Coluir~a: Ultraspher 5 iam (125 x
gradiente de pO’¡/agua, véase tabla
1 mí/mm. Detección fluorimétrlco,
20 jil.
4 rrm). TeiV.: 2200. Fase móvil:
42 (apartado 3.2.3.2.1.). Caudal:
lexflex: 295/405 m~. Y. Inyección:
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FIQJRA 63: Crcctogra¡rs de I-Pt.C de una nuestra de tabaco rítio.
Caluma: Ultraspher 5 sm (125 x 4 mrO. Terrp.: 2200.
gradiente d AD1/aQ.aa, véase tabla 42 (apartado 3.2.3.2.
1 mí/mm. Detección fluorimétrico, I,~/A.~: 295/405 rin. y.
20 pl.
Fase móvil:
14. Caudal:
1nyecc 16<,:
o.
rs
1.~
y
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FIGRA 64: Crc<mtogrenn de ¡PtO de
Caluma: Ultraspher 5 >im (125 x
gradiente de tal/agua, véase tabla
1 ml/mio. Detección fluorimétrico,
20 pl.
‘SI
t
w
H
1~-
una nuestra de tabaco negro.
4 nnO. Trp.: 2200. Fase móvil:
42 (apartado 3.2.3.2.1.). Caudal:
~ 295/405 mi. y. inyección:
a
rs
~~1
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En las tablas 50 y 51 se presentan los resultados de
los análisis de 6 muestras de tabaco rubio y cuatro de
tabaco negro. Puede observarse que el humo de tabaco negro
tiene mayor contenido de benzo(a)pirenO que el del tabaco
rubio. En dichas tablas también aparecen las desviaciones
estandar relativas, siendo éstas de 5.3 y 6.3% para los
niveles de concentración de 69.1 y 108 ng de
benzo(a)pireno/5 cigarrillos.
Contenido de B(a)p en
TABLA 50
tabaco rubio. (ng/5 cigarrillos)
Muestra c 5r’ ~
1 74.4
69.1 5.3
2 69.1
3 69.1
4 69.8
5 83.0
6 68.9
Contenido de
TABLA 51
B(a)p en tabaco negro. (ng/5 cigarillos)
Muestra c —
x
5r’ ~
1 101.3
102.0 106.34
íoe.o
115.8
6.32
a
4
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3.2.4.3. Agua fi
¡
3.2.4.3.1. Preparción de la muestra: Optimización de
las variables experimentales 5
Con el fin de determinar PAHe en agua potable, agua ¡
de grifo y agua bruta de embalse, se ha procedido a la
optimización de las variables experimentales para la
preparación de la muestra. En primer lugar para la
preconcentración de los PAHs en muestras de agua potable 1
se han utilizado cartuchos de aparición reciente en el
mercado, sep—pak veo ~ Este tipo de cartuchos se ¡
diferencian de los cartuchos CíS que existen normalmente
en el mercado, en el tipo de fase enlazada al material de ¡relleno del cartucho, siendo ésta monofuncional en los
cartuchos 018 y trifuncional en los cartuchos ~018. ¡
3.2.4.3.1.1. Elección del eluyente ¡
En primer lugar se ha procedido al acondicionamiento 1
del cartucho tal y como recomienda la casa comercial , es
decir pasando a través de su lecho 6 ml de metanol dos ¡
veces seguidas y a continuación 6 ml de agua Milli—Q otras
dos veces. Inmediatamente antes de que todo el volumen de
agua atraviese el lecho del cartucho se introduce la
muestra patrón, utilizando para ello una micropipeta, de u
manera que ésta quede depositada en el centro de la
superficie del cartucho. Por último se seca el cartucho, u
primeramente a vacio y posteriormente por centrifugación.
Por otra parte en todas las experiencias realizadas ¡
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a lo largo de este estudio se ha tomado un volumen de
100 pl de una mezcla patrón de PAHa de concentración
comprendidas entre 0.035 y 0.73 ng/pl; seguidamente se
aplican los procedimientos 2
la muestra (respetando las
cada caso) y 2.4.2.4.2.a.,
PAHs.
.4.3.3. para la preparación de
variables que se estudian en
para la determinación de los
Para la elección del eluyente se han estudiado los
disolventes que figuran en la tabla 52, en la que se
indican además las polaridades de cada uno de ellos (290).
El volumen de eluyente utilizado en principio, para la
realización de este estudio ha sido de 1 ml. En dicha tabla
también aparece el número de PAHs detectados tras el empleo
de cada uno de los eluyentes.
TABLA 52
Eluyentes estudiado,
fluyente Polaridad PAHa Cluldos
1 Acetonhtrilo ea la
2 Sietanol S.l 13
a cloruro de metileno 3.I lo
4 OletIl éter 2.8 lO
fi Hexano 0.1 13
O e—pentano 0.0 13
7 n—pentano:dIetil éter £O,OtIO> 2.8 II
6 Diethl éter:olortiro de metileno (1,1> 3.0 12
fi Met,nol:dletIl éter (1:1) 4.0 lO
ID
=
Metaflól,dIethl éter (1:2) 3.6 lO
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En la tabla 53, o figura 65, se presentan las
recuperaciones de los PAHs con cada uno de los disolventes,
representados éstos con los números del 1 al 10, como queda
indicado en la tabla 52.
TABLA 53
Efecto del tipo de eluyente en la recuperación de los PAHs
—
Pk4s PC t — — —
1 2 3 4 5 8 7 8 9 lO
1 Naftaleno 19 42 - - 14 5.4 - - - -
2 kena?teno 33 24 — - 10 6,3 — 9.0 — -
3 Fluoreno 26 lB — — 16 8.1 1,3 ¶8 - -
4 Fenantreno 43 24 lO 9.5 33 18 54 47 11 ¶3
5 Antraceno 43 19 18 8.3 21 96 49 84 11 12
8 Fluoranteno 46 20 SI 40 44 22 60 86 46 44
1 Pireno 44 25 67 44 42 36 36 80 98 28
8 B(a)a 35 18 67 86 31 25 42 51 61 54
9 Criseno 30 15 65 81 30 23 38 56 58 60
10 B(e)p lO 12 67 74 29 27 36 94 99 63
11 B(a)p 19 13 68 74 28 $1 4! 53 72 55
12 Ob(ah)a 33 21 91 73,11 34 51 41 55 51 59
3 8<ghi)p 80
=
II
—
25 32 35
— — —
55
—
80 63
— —
* Valores medios correspondientes a dos determinaciones.
Se han elegido los eluyentes 3 y 4, es decir cloruro
de metileno y dietil éter por ser con éstos con los que se
obtienen mayores recuperaciones para la mayoría de los
PAHs, correspondiendo éstas además a los PAHs de mayor
toxicidad tal y como puede observarse.
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FIGURA 65: Efecto del tipo de eluyente en la recuperación
de los PAHa
3.2.4.3.1.2. Efecto del volumen cJe eluyente
Seleccionados los dos disolventes y con el fin de
mejorar las recuperaciones de los PAHs, se han ensayado
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Tipo de eluyente
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varios volúmenes de los dos eluyentes elegidos en el
intervalo comprendido entre 1 y 4 ml. Los resultados se
indican en las tablas 54 y 55 o figuras 66 y 67, en las que
se han representado las recuperaciones de los PAHs frente
al volumen de eluyente utilizado
Efecto del volumen
recuperaciones de los
de
PAHs
TABLA 54
cloruro de metileno en
NO PAHs
*
1 ml 2 ml 3 ml 4 ml
1 Naftaleno — — —
2 Acenaf teno — — —
3 Fluoreno — 33 18 30
4 Fenantreno 19 72 55 99
5 Antraceno 18 74 54 75
6 Fluoranteno 521 81 86 81
7 Pireno 67 66 96 69
8 B(a)A 67 74 69 15
9 Criseno 65 82 95 98
10 B(e)p 67 69 92 72
11 E(a)p 68 58 93 95
12 Db(ah)a 91 45 94 75
13 8(ghi)p 80 39 79 87
Valores medios correspondientes a dos determinaciones.
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TABLA 55
Efecto del volumen de dietil éter en las recuperaciones de
los PAHs
NQ PAHs
*
1 ml 2 ml 3 ml 4 ml
1 Naftaleno — 72 -
2 Acenafteno — 72 70 35
3 Fluoreno — 75 74 69
4 Fenantreno 9.5 86 96
5 Antraceno 8.3 84 71 93
6 Fluoranteno 40 78 90 89
7 Pireno 44 97 69 100
8 6(a)A 86 61 91 90
9 Criseno 81 63 66 92
10 B(e)p 74 64 87 34
11 B(a)p 76 75 90 63
12 Db(ah)a 74 79 83 68
13
n
B(ghi)p 71 84 85
—
76
Valores medios correspondientes a dos determinaciones
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FIGURA 86: Efecto del volumen de cloruro de metileno en las
recuperaciones de los PAHe.
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FIGURA 87: Efecto del volumen de dietE éter en las
recuperaciOne8 de los PAHa.
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Observando los resultados obtenidos, parece ser que
con dietil éter se obtienen mayores recuperaciones para la
mayoría de los PAHa estudiados que con cloruro de metileno.
Por otra parte comparando los volúmenes de 2 y 3 ml del
dietil éter se puede observar que con 3 ml se obtienen
mayores recuperaciones para la mayoría de los PAHs, con lo
cual se ha elegido el volumen 3 ml de dietil éter como
volumen óptimo de eluyente en este estudio.
Por último, con el fin de
esta operación se efectúa en
elución se lleva a cabo con
posteriormente con 1 ml.
mejorar la reproducibilidad,
dos etapas, primeramente la
los 3 ml de dietil éter y
3.2.4.3.1.3. Efecto del volumen de muestra de agua
Una vez seleccionado el eluyente, el siguiente paso
ha consistido en optimizar el volumen de muestra de agua
para la determinación de PAHa, Para ello se ha realizado
el estudio disolviendo siempre el mismo volumen de la
muestra patrón de PAHs, en volúmenes crecientes de agua
Milli—Q agitando 10 minutos con ayuda del ultrasondidos y
posteriormente se han aplicado los procedimientos
explicados en los apartados 2.4.3.3., para la preparación
de la muestra, y 2.4.2.4.2.a. para la determinación
cromatográfica de los PAl-ls.
Los resultados obtenidos aparecen
ella se indican los volúmenes de agua
estudio, siendo éstos de 50, 100, 250,
2000 mí, y las recuperaciones obtenidas.
en la tabla 56, en
utilizados en este
500, 1000, 1500 y
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En la figura 88 igualmente puede observarse este
efecto, donde se representan las recuperaciones frente al
volumen de muestra de agua utilizado.
Las máximas recuperaciones para la mayor la de los PAHS
se obtienen para el volumen de agua de 1500 mí, por lo que
TABLA 58
Influencia del voluien de agua en las recuperaciones de los PM-ls
N
NQ PAMa *
SGml 100 ml 250 nl 500 ml 1000 ml 1500 iii 2000 ml
Naftaleno — — — 18 25 ¶5 —
2 Acenafteno II 32 42 59 51 85 73
3 Fluoreno 36 Sl 55 10 68 72 Sl
4 Fenantreno 64 14 82 80 16 96 15
5 Antraceno Sl 53 68 70 84 11 13
6 Fluoranteno 61 18 81 17 18 95 94
1 Fireno 42 60 12 66 64 89 46
8 B(a)a 51 65 18 14 89 95 19
9 Criseno 58 88 15 71 70 16 13
10 8(e)p 48 51 63 65 64 85 60
II B(a)p 46 41 52 58 Sl 61 56
12 Dh(sh)a 39 45 50 53 45 66 66
¶3 8(ghi)p 36 39 39 48 46 80 38
a — — — — — — —
* Valores medios correspondientes a dos determinaciones,
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se ha considerado éste el óptimo para la determinación de
estos contaminantes en muestras de agua.
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y, ml (muestra de agua)
FIGURA 88: Influencia del volumen de agua en la
recuperación de los PAHa
292
u
u
u
1
E
5
1
¡
¡
¡
¡
¡
¡
¡
u
u
1
¡
¡
¡
¡
Por otra parte hay que indicar que el cambio de
disolvente de dietil éter a metano”>, una vez efectuada la
elución de los PAHs, resulta lenta debido a la evaporación
del dietil éter. Puede decirse que esta operación se
realiza en dos etapas, la primera rápida, de 8 minutos, en
la que se evapora la mayoría del volumen de desolvente, y
la segunda más lenta, de 20 minutos, correspondiente a la
evaporación de un volumen muy pequeño de agua eluida con
el eluyente, equivalente a una gota (aproximadamente 0.05
mí). Este pequeño volumen es posible que haya quedado
adsorbido por el relleno del cartucho debido al elevado
volumen de muestra de agua que se pasa a través de su
lecho.
La EPA recomienda utilizar, Na2SO4 anhidro para evitar
la presencia de agua en el extracto, sin embargo la
utilización de este adsorbente puede dar lugar a pérdidas
en las recuperaciones de los PAHa.
Por consiguiente, y con motivo de no malgastar el
tiempo en la evaporación de la gota de agua en la
preparación de la muestra se han realisado las siguientes
experiencias: a cuatro muestras patrones que poseen los 13
PAHa se han adicionado volúmenes crecientes de agua, 0, 50,
75 y 100 pl. Estos volúmenes de agua contienen en su
intervalo de magnitud, el volumen de la gota de agua eluida
del cartucho con el eluyente empleado en este estudio. A
continuación se ha llevado el volumen de cada muestra a
1 ml con metanol y posteriormente se han agitado las
muestras durante 5 mm en ultrasonidos. Finalmente se ha
aplicado el procedimiento 2.4.2.4.2.a. para el análisis
cromatográfico de las cuatro muestras.
En las figuras 69 y 70, aparecen los cromatogramas
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correspondientes a las muestras que contien O y 0.75 pl de U
agua respectivamente. Como puede observarse en dichos ucromatogramas, la presencia de este volúmen de agua no
influye en el análisis cromatográfico de los PAHs. En 3os
cuatro casos se obtienen valores muy próximos entre si con
u
PAH
1— Naftaleno 736
2— Aoenaf teno 31 •
3- Fluoreno II
4- Fenantreno i~ E
5— Antraceno 9,0
6— Fluoranteno 403
1— Picana 45
8— B(a)a 103
9- Criseno 141
¶0— B(e)p 11
Ii— 6(a)p 353
z
rl 12— DB(ah)a 8.5
13— a(ghi» ío3
u
u
u
FIGRA 69: Ct-anatogrann de I-PLC de una nuestra patrón de PARe a la que
no se ha adicionado agua
ColLima: Hypersil Green PAI-f (100 x 4.6 rin). Teírp.: 220C. Fase móvil: 1gradiente de ACN/agua, véase tabla 36 (apartado 3.2.3.1.1.). Flujo:
1 mí/mm. Detección: Fluorimétrica, véase tabla 37 (apartack
3.2.3.1.1.). y. inyección: 20 pl.
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desviaciones estándar relativas inferiores al 9%, lo cual significa
que el error que puede cometerse sin efectuar la evaporación del
pequefio volunen de agua es minir~, teniendo en cuenta los niveles de
concentraciones de los PAl-ls ensayados.
PAM o. 0C/III
1- Naftaleno 73
2— Acenaf teno 37
3— Fítioreno IT
4- Fenantrsno ¶1
5- Mitraceno 9.0
6- Fluoranteno 4,0
1— Firmo 4.5
6- B(a)a 1.0
9—Crf seno ¶4
II
¶1— B(a)p S.Srl is O8(a>OL LS
13— B<ghi)p 7.0
FISSA 70: Q’cwmtogrwia de t-PLC de una nuestra patrón de PM-ls a le que
se ha adicionado 75 pl de agua
Colurria: I-frpersil Groen PAR (100 x 4.6 ‘mO. Turp.: 22t. Fase móvil:
gradiente de ACt~/agua, véase tabla 36 (apartado 3.2.3.1.1.). Flujo:
1 mí/mm. Detección: Fluorirnétrica, véase tabla 37 (apartado
3.2.3.14.). V. inyección: 20 ~l.
2
1
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A través de este estudio se han optimizado las 3
variables siguientes:
— Naturaleza y volumen de eluyentes, (3+1) ml de dietil
éter.
— Volumen de muestra de agua 1500 ml.
Hay que indicar que los valores más bajos de las U
recuperaciones corresponden a los PAHs de bajo y alto peso
molecular debido a la volatilidad que presentan los
primeros y a la baja solubilidad en agua que poseen los
segundos (291).
3.2.4.3.2. Comparación del método propuesto con el
recomendado por la EPA 525 E
Para ello, en este estudio se han efectuado tres 1
experiencias. La primera se ha realizado exactamente como
propone la EPA, método 525 (292), donde se determinan 1
conjuntamente compuestos organoclorados y PAHs en agua
potable, siendo el volúmen de muestra recomendado de 1
litro y el tipo de cartucho CiS, 1000 mg. La segunda se ha
realizado exactamente igual pero sustituyendo el tipo de Ecartucho por el utilizado en este estudio. La última se ha
llevado a cabo siguiendo el método que se propone en este
estudio 1
En las figuras 71, 72 y 73, se presentan los
cromatogramas obtenidos en las tres experiencias. Los
resultados se indican en la tabla 57. Las recuperaciones ¡
que se obtienen aplicando el método de la EPA son
inferiores para lamayor¶a de los PAHs, a las obtenidas por
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1.
1.
el método propuesto excepto para el antraceno, oriseno Y
benzo(a)pireno.
6 1- Naftaleno 13
2— Acenafteno 3?
3- Fluoreno 1?
4— Fenantreno II
5— Antraceno 9.0
8-Fluoranteno 4.0
1— Plreno 4.5
8- B(a)a 7.0
9— Criseno 14
lO- 8<e)p II
II— SCa» 3.5
¶2— DI(ah)a 8.5
13— 9(ghl)p 1.0
FISSA Ti: CramtogrmlE de I-PLC de ira nuestra patrón api loando el
método EPA (cartucho C1B, 1000 g).
Caluiria: I-lypersil Green PAN (100 x 4.6 riwú. teerp.: 2tC. Fase móvil:
gradiente de ACM/agua, véase tabla 36 (apartado 3.2.3.1.1.). Caudal:
1 mí/mm. Detección: Fluorimétrica, véase tabla 37 (apartado
t2.3.1.1.) y. inyección: 20 jal.
1
5
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e
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,
1— Naftaleno 73 U
2- Mena?teno 31
3— Flijoreno ¶7 ¡
4— Fenan~reno II
F Mtraceno ~ E
Fiucrantero 4.0
1-Pirerio 4.5 ¡
8— D(a)a 1,0
9- Criamno 14
lO— 9(e)p II U
II— 9(a)p 3.5taj —
H 12- DG(ah)a 8,~
z ¶3- E(ghi)p ¡
¡
u
FIGRA 72: CramntogrstTa de I-Pt.C de una nuestra patrón apí loando el
método EPA (cartucho ~Cl8,500 g). u
ColuTna: Hypersil Green PAR <100 x 4.6 miO. teip.: 220C. Fase móvil:gradiente de AOl/agua, véase tabla 36 (apartado 3.2.3.1.1.). Caudal:
1 mí/mm. Detección: Fluorimétrica vease tabla 37 (aartado U
3.2.3.1.1.). y. inyección: 20 jal.
¡
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PAN
1— Naftaleno
o. ca¡u 1
13
6 2- Mcm?teno 37
3— Flucreno IT
4— Fenantreno 11
5- Antraceno 9,0
4,6
.4.5
1.0
¶4
It
3.5
8.5
7.0
6- Fluoranteno
1— Pireno
9— B(a)a
e- Criseno
10— B(e)p
t¶— 8(a)p
12- D(ah)a
13— B~ii)p
FISSA 73: Crc,mtogrlE de 1-PtO de
método propuesto
una nuestra patrón aplicando el
Caliera: Hypersil (i’een PAR (100 x 4.8 mii). te<Tp.: 2*. Fase móvil:
gradiente de >01/agua, véase tabla 36 (apartado t2.3.1.1.). Caudal:
1 mí/mm. Detección: Fluor imétr los vease tabla 37 (apartado
3.2.3.1.1.). V. inyección: 20 jal.
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uTABLA 57
Carparación del método propuesto
u
u
con el reccnendado por la EPA 525.
NQ PAl-fa c, ng/pl
R
Reaperaciones ,
— —
1 2 3
1 Naftaleno 1.45 — — 15
2 Acenafteno 0.73 19 41 65
3 Fluoreno 0.33 36 59 72
4 Fenantreno 0.21 60 96 96
5 Antraceno 0.18 85 96 71
6 Fluoranteno 0.06 86 116 95
7 Pireno 0.09 65 74 90
8 8(a)a 0.14 87 108 95
9 Criseno 0.27 87 87 76
10 B(e)p 0.22 62 95 85
11 6(a)p 0.07 92 76 67
12 Db(ah)a 0.17 57 84 86
13 B(ghi)pc. 0.14 55 62 60
* Valores medios correspondientes a dos determinaciones
1 Método EPA 525
2 Método EPA 525 con cartucho tCl8, 500
3 Método propuesto.
RU.
Se puede observar que la linea base de los
cromatogramas, de las figuras 71 y 72, presenta deriva que
puede afectar a la duración de la columna analítica. Por
otra parte aparece un nuevo pico cromatográfico no
identificado que podria ser debido a la disolución de parte
del adsorbente dado el alto volumen de eluyente empleado,
12 ml de cloruro de metileno.
Por otra parte, como se ha indicado anteriormente,
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hay que olvidar que el método de la EPA 525 se recomienda
para la determinación conjunta de compuestos organoclorados
y PAHs por cromatografía de gases con detección por
espectrometría de masas (Ge/MS).
Finalmente cabe resaltar que debido a las
características del cartucho utilizado en este estudio, la
preconcentración de la muestra es mucho más rápida, del
orden de 20 minutos de duración, que cuanto ésta se lleva
a cabo aplicando el método 525 de la EPA, cuya duración es
del orden de 100 minutos.
3.2.4.3.3. Determinación de PAHs por HPLC en agua
potable
Se ha aplicado el método propuesto a la determinación
de los PAHs en dos tipos de agua potable, agua de grifo
y agua bruta de embalse, cuya procedencia está especificada
en el apartado 2.3.3. Para ello se han seguido los
procedimientos especificados en los apartados 2.4.3.3. y
2.4.2.4.2.8. para la preparación de la muestra y
determinación de los PAHs.
3.2.4.3.3.1. Agua del grifo
Se han analizado tres muestras de agua de grifo
tomadas en esta Facultad. En ninguna de las muestras se han
detectado PAHs, como queda reflejado en el cromatograma que
aparece en la figura 74 correspondiente a una de las
muestras anal izadas.
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FIaEA 74: Crcu~tograETe de 1-PLC obtenido en el análisis de una nuestra
de agua de grifo
Colurna: Hypersil Green PA¡-I (100 x 4.6 miO. terrp.: 2200. Fase móvil:
gradiente de >04/agua, véase tabla 36 (apartado 3.2.3.1.1.). Caudal:
1 mí/mm. Detección: Fluorimétrica véase tabla 37 (apartado
3.2.3.1.1.). V. inyección: 20 jal.
3.2.4.3.3.2. Agua bruta de embalse
Se han analizado distintas
embalse, procedentes de tres
provincia de Madrid.
muestras de agua bruta de
zonas diferentes de la
A continuación en las figuras 75, 76 y 77 se presentan
los ~rornatograrnaS resultantes de la determinación de los
PAHs en el agua de cada uno de los tres embalses.
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FI~EA 75: Crcostograim de I-PLC obtenido en el
de agua del ertalse de Picadas.
PM
hrtaieno
2- Atona? teno
3- Fino
4- Fuantrerpa
5— Amtraco~o
8- Flucrantno
1- Pireno
8— 9(a)a
O- Criaeno
N
z
Hh
z
análisis de una nuestra
Caluma: Hypersil Green PAR (100 x 4.6 nnO. tenp.: 2200. Fase móvil:
gradiente de ACM/agua, véase tabla 36 (apartado 3.2.3.1. 13. Caudal:
1 mí/mm. Detección: Fluorimétrica véase tabla 37 (apartado
3.2.3.1.1.). y. inyección: 20 jal.
4
5
9
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P>M
2-Acena?teno U
3- Flixreno
4- Fenaotreno
5- ktracmnc
O- FlwrMthsw 3
7- Pm
E
‘Ja
z
H1-
z
rl
FIQ.EA 78: Craretogrann de 1-PLO obtenido en el
de agua del ertalse de La Pínula.
análisis de una nuestra
Colurna: Hypersil Green PAli (100 x 4.8 rmO. ten~>.: 2200. Fase móvil:
gradiente de ActVagua, véase tabla 36 (apartado 3.2.3.1.1.). Caudal:
1 mI/mm. Detección: Fluorimétrica véase tabla 37 (apartado
3.2.3A.13. y. inyección: 20 jal.
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PM
1— Naftaleno
2- Aceriarteno
3- Flucreno
4- Fwisntreno
5- Antraceno
6- Flucranteno
1- Pireno
8- 8(a)a
9- Criseno
Lii
r
1-
z
rl
FIQRA 77: Crwntogrn de ¡PLO obtenido en el análisis de una nuestra
de agua del estalse de Valrrsyor.
Caluma: Hypersil Green PAR (100 x 4.6 rmO. tenp.: 2200. Fase móvil:
gradiente de A~/agua, véase tabla 36 (apartado 3.2.3.1.1.). Caudal:
1 mí/mm. Detección: Fluorirnétrica véase tabla 37 (avartado
3.22.1.1.). y. inyección: 20 pl.
4
5
7 98
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En la tabla 56 se indican los resultados obtenidos en
el análisis. Como puede observarse, no se detectan los PAHa
de mayor peso molecular que además son los más tóxicos. Los
TABLA 58
Determinación de PAHs por HPLC en muestras
de embalse.
de agua de bruta
PAH 5
Muestra’, (pg f1x103)
—
1 2 3
1— Naftaleno 4.6 — 31
2— Acenarteno 3.6 2.3 13
3— Fluoreno 2.0 1.3 6.7
4— Fenantreno 5.1 5.6 2.8
5— Antraceno 1.2 0.1 1.1
6— Fluoranteno 0.04 0.1 0.6
7— Pireno 0.1 1.1 0.8
8— B(a)a 0.1 — 1.1
9— Criseno 0.3 — 2.0
10— B(e)p — — -
11— B(a)p — — —
12— Db(ah)a — — -
13— B(ghi)p — — —
Muestras tomadas en tres embalses (verano, 1993;
1: embalse de Picadas; 2: embalse de La Pínula;
3: embalse de Valmayor)
Valores medios correspondientes a dos determinaciones.
(Limite máximo admisible: 0.2 pg/l)
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contenidos del resto de los PAHa son bastante inferiores
al límite máximo admisible, 0.2 ~j/l (293).
Finalmente cabe resaltar que estos resultados son
bastante lógicos, si se tiene en cuenta que los PAHs más
pesados son bastantes insolubles en agua y tienden a
depositarse bien en las partThulas sólidas en suspensión,
o bien en los sedimentos.
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MÉTODOS FLUORIMÉTRICOS
1. La mayoría de los PAHs presentan emisión de
fluorescencia más elevada en solución micelar de SOS
que en metanol, especialmente en el caso del pireno
que presenta un factor de sensibilización de 6.6.
2. Los limites de detección en solución micelar de SDS
son particularmente bajos, destacando el
benzo(a)pireno y pireno cuyos límites de detección
son de 0.002 y 0.003 ng/ml respectivamente.
3. La determinación de pireno en medio micelar de SOS
puede llevarse a cabo en presencia de acenafteno y
fluoreno en relaciones PAH/analito 1000/1 con errores
del 1.2% al nivel de ng/ml. En solución micelar de
CTAB puede llevarse a cabo la determinación de pireno
en presencia de acenafteno y fluoreno en relación
1000/1 con errores del 3.2 y 2.1% respectivamente.
También en esa misma relación puede determinarse
benzoCghi)perileno en presencia de fenantreno,
acenafteno, naftaleno y fluoreno en errores
inferiores al 5%.
4. Los errores para las determinaciones en metanol son
mayores que los obtenidos en medio micelar;
concretamente, en la determinación de pireno en
presencia de 1000 veces acenafteno o fluoreno, los
errores son entre el 5 y el 54% superiores.
5. La determinación fluorimétrica de PAHs puede llevarse
a cabo con desviaciones estándar relativas inferiores
al 5% al nivel de ng/ml para todos los PAHs a
311
excepción de fenantreno
CTAE cuyas desviaciones
5.8 y 5.4%.
en SDS y
estándar
benzo(e)pirSnO
relativas son
6. Es posible evaluar en muestras de aire particulado
benzo(a)pireno, pireno y benzo(a)antraceno, en medio
micelar de SDS, y benzo(a)pireno, pireno y
benzo(ghi)perileno, en medio micelar CTAB. Los
métodos propuestos pueden ser útiles en estudios
ambientales ya que estos PAHa son muy representativos
y pueden aplicarse a su determinación en muestras
poco contaminadas.
u
u
u
u
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ESTUDIO DE PAHe POR CLM ISOCRATICO
1
7. Por cromatografía líquida micelar en
isocrático es posible la separación de 5 PAHs,
13 estudiados, resultado que no es muy satisf
desde el punto de vista práctico. No obstan
resultados han permitido profundizar
conocimiento teórico de la cromatografla
mice lar
régimen
de los
actor io
te, los
en el
1 Iquida
1
5
¡
¡
DETERMINACIÓN DE PAHs EN AIRE URBANO POR CLM EN GRADIENTE
8. La utilización de
la determinación
fluorimétrica con
y selectividad
acetoni tr i lo/agua
acetonitrilo/SDS en gradiente para
de PAHs por HPLC y detección
lleva un aumento de la sensibilidad
frente a la utilización de
como fase móvil.
312
u
a
en
de
1
¡
1
¡
1
1
¡
¡
9. Con el método propuesto se consigue un ahorro del 35%
de acetonitrilo lo que conlíeva un menor consumo con
implicaciones económicas y medioambientales
beneficiosas.
10. Es posible la separación y cuantificación de 11
con desviación estándar relativa inferior al 7
los niveles de concentración de 0.01—26 ng/jal.
PAHs
..5% a
11. El método puede proponerse como
determinación de PAHs en muest
frente a otros ya existentes.
alternativo para la
ras de aire urbano
DETERMINACIÓN DE PAHs EN MUESTRAS DE AIRE URBANO Y AGUA
POTABLE POR HPLC (Columna Green PAH)
12. El empleo de la
programa de nueve
exci taci ón/emisión
cuantificación de
y sensibilidad.
columna especifica de PAHs y del
parejas de longitudes de onda de
permite la separación y
los 13 PAHs con alta selectividad
13. Los limites de detección,
intervalo de 0.012 pg/pl
0.45 pg/pl para el naftaleno.
se
para
encuentran en el
el fluoranteno y
14. La determinación de PAHs puede llevarse a cabo con
desviaciones estándar relativas comprendidas entre
0.9 y 10% a los niveles de concentración de 0.028—
0,87 ng/pl.
15. Debido a estas características snal¶ticas, es
313
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u
posible la determinación de PAHs en muestras de aire U
urbano sin necesidad de aplicar la etapa del ¡clean—up. Los resultados son concordantes con los
obtenidos por SC aplicando el método TO—iS
recomendado por la EPA. ¡
16. El método de extracción en fase sólida propuesto para ¡
la preconcentración de los PAHa en muestras de agua,
permite manejar volúmenes de hasta 1500 ml por lo que u
es posible la determinación de PAHs en aguas
superficiales.
17. La preconcentración de la muestra de agua mediante el
cartucho utilizado se efectúa de forma más rápida que 3
cuando se aplica el método 525 de la EPA.
18. El método propuesto es válido para la determinación ¡
de PAHs en muestras de agua potable, 1
DETERMINACIÓN DE BENZO(A)PIRENO EN MUESTRAS DE HUMO DE ¡
TABACO POR HPLC (Columna Ultraspher)
¡
19. Puede llevarse a cabo la determinación de
benzo(a)pireno, utilizando gradiente de acetonitrilo
agua, con buena precisión, desviación estándar a
relativa del 5.3% y bajo limite de detección, de
24 ppt.
20. El método propuesto es muy selectivo para la
determinación de benzo(a)pireno en muestras de humo
de tabaco negro o rubio, con desviaciones estándar
relativas del 5.3 y 6.3% respectivamente. 3
314
u
E
¡
1
E
E
£
E
¡
1
1
E
5. BELIWFAF1’A
¡
E
1
U
11
u
u
•1
£
II.

1. National Acadwnic Press. 1985, Chemical cailiosition of petroleun
hydrocarbon soruces. Cap 1. Pp 19—20. In Oil in the Sea: Inputs,
Fates and Effects. Wash.D,C.
2. Perez ~rc1a, Nl,, <~Jímica e Inckastria, 1987, 33 482—486.
3. Pucknat, A.W., Physical and chemical properties of PM, 1981 Pp
4—5, In Health Inpacts of Polynuclear Aranatic I4’drocarbons.
Envirorrnental Health Review, nQ 5, Ed. by Pucknet, A.W. Noyes
Data Corporation N.Y.
4. Boubel, R.W. and Ripperton, L.A., J. Air Pollut. Control Ass.,
1963, 13, 553—557.
5. Grinner, G., Environmental
hydrocarbos ,chemistry
carcinogenicity, 1983, Cap.
Presa Inc. Boca Ratón, Florida.
carcinogens: PolycycVic ararBtic
occurren ce, bioch emistry,
2, Pp 28—30. Grirrmer, G. Ed. ~RC
6. Borneff, U,; Selenka, F.; Kunte, H. and Maxirros, A., Environ.
Res., 1968, 2, 22—29,
7. Grirrmer, G. and Duval, V., Naturforsch, 1970, 25b, 1171—1175.
6. Hase, A.
549—555.
and Hites, R.A., Geochim. CosnK~chim. Acta 1976 40
9. Rmridhal, T., ~ture, 1983 306, 580—582.
10. Wakehan, S.G., Environ. Sci. Technol., 1977, 11 272—276.
11. Lafrarm-ie, R.E. sod Hites, R.A., Geochim. Cosnx>chim. Acta, 1976,
42, 289—304.
317
12. Daisey, J.M.; Cheney, dL. and Lic>’, P.J., J, Air Pollut.
Control Ms., 1986, 36, 17—33.
13. Grirriner, (3.; Naujack, K.W, and Soheneider, D., Changes in PAl-ls
profiles in different areas of a cityduring the year. In
Polynuclear arar~tic hydrocarbons. Ohanistry and Biological
efects. Bjorseth, a. andDennis, A.d. Eds. BattellePress. 1980.
14. Butíer, J.D. andCrossley, P., Atnns. Environ., 1981, 15 91—94.
15. Masclet, P.; Mouvier, (3. andNikolau, K., Atmos. Enviran., 1986,
20 430-446.
16. Sicré, M.A.; Marty, J.C.; Sal iot, A,; Aparicio, X.; Grirralt, d.
and Albaigés, J., Atncs. Envirar., 1987, Rl. 2247—2259.
17. Suess, ML., Sci. Total Enviran., 1976, 6, 239. ¡
18. Biologio Effects of Atmospheric
Polycyclic Organic Matter, Natí. Acad,
1972.
Pollutans: Particulate
Sai., Washington, D.C.,
u
¡
u19. Thanes, d.F.; tkai, Nl. and Tebbens, B.D., Environ. Sci.
Technol., 1968, 2, 33.
20. Katz, Nl. and Pierce, R.C., Carcinogenesis— A Carprehensive
Survey Vol. 1: Polynuclear AranaticHydrocarbons, (Freudenthal,
R. and dones, P.W. Eds.), Rayen, New York, 1975, P. 413.
3
E
21. Lao, R.C.; Tharns, R.S.; Oja, Fi. and Dubois,
1973, 4~, 908.
22. Lee, M.L.; Novotny, Nl. andBartle, K.D.,
1566.
318
L., Anal. Chen.,
Anal. Chan., 1976, 4~.,
u
3
1
u
u
¡
¡
¡
u
E
u
u
E
1
u
23. Greenberg, A., Atnns. Enviran., 1989, 21 2797—2799.
24. NUel, 8, and Saguwn, 5., mt. U. Env. Analyt. Cnn., 1985, .i~,
111—131.
25. Steirmietzer, H.C.; Bauneister, W, and Vierle, O.. Sci. Total
Enviran., 198.4 36 91—96.
26. Katz, Nl.; Saktra, T. and Ho, A., Enviran. Sci. Technol.., 1978,
12 1978.
27. Gordon, RU. and Bryan, RU,, Enviran. Sal. Technol., 1973, 1,
1050—1051.
28. Suesa, S1.U,, Sai. Total Enviran., 1976 6 239.
29. Harrison, R.M.; Perry, R. andWellings, RA., Water Res., 1975,
9 331.
30. Hites, R.A. and Biemann, W.G., Mv. Cian., 1974, 46, 1663.
31. BlLzner, Nl. and Youngblood, W.W., Science, 1975, 4~, 53,
32. Giger, W. and Schaffner, C., Anal. Chem., 1978, 50, 243.
33, Suess, N.U., Zentralb. Eakteriol. Parasitenkd. Infektionskr.
Hyg. Abt. Orig. Reihe B., 1972, j~, 541.
34, Andelrmn, d.P. and Suess, M.J., ‘Organic Carpounds in Aquatic
Envirorvrents, Faust, S.d. and Hanter, U.V., Eds., 1971,pp. 439
Marcel Dekker, New York.
35. Bien, R.H.; Cuemnan, M.K.; Smith, Ci. and Su, C.W., mt. J.
Enviran. Anal. chem., 1978, 5, 293.
319
u36. Hase, A. and Hites, RA., ~och,m. Ccsmchim. Acta,
1141.
37. Blurier, Nl.; Souza, (3. and Sass, U., ter. Biol.,
38. Onuska, FI.; Wolkoff, A.W.; Caita, H,E.; Larose, AH.;
Novotny, Nl. and Lee, M.L., Anal. Lett., 1976, Si 451.
39. Orr, W.L. and Grady, U. A., Geochim. Cos’íxchim. Acta, 1967, 11
1201.
40. Harrington, US. and Camiins, 6.7., Ciem. md.,
41. ttrdoch, d. and Geissman, T.A., Am. Mineral.,
42. GeisslTnn,
1984, 1427.
T.A.; Sim, K.Y. and ¡kardoch, J, , Experientia, 1967,
2% 793.
43. Niaussat, P.; Auger, C. and NÉllet, L., Hebd. C.R. Seances Acad.
Sci. Ser. D., 1970, 270, 1042.
44. Aizenshtat, Z,, Geochim. Cosncchim. Acta, 1973, 37 569,
45. Bluner, Nl., Science, 1965, .i.4~ 722.
46. Sugleo, ,MC., Geochim. Coarochim. Acta, 1978, 42 1397.
47. Hodgson, (3W.; Hitchon, E.; Taguchi, K.; Baker, S.L. andPeake,
E., C.eochim. Cosnnchim. Acta, 1968, ~R 737.
48. Howard, J.W. andFazio, T., J. Agrio. EoodChem.,
49. Grirmier, (3., Dtsch. Apoth. Ztg.,
320
1968, .iQ~, 529.
U
1976, AQ, u
u
U
¡
u
¡
1
u
u
u
u
u
u
u
u
1
¡
u
u
50. ScIr>eltz, 1. and Hoffman, 0., Carcinogenesis A Carprehensive
Surve>’, Freudenthal, R,I. and dones, P.W., Eds, 1978, vol. 1,
PP. 225, Rayen, New York.
51. Schlotzhauer, VIS. and Schrielts, 1., Beitr. Tabakforsch., 1969,
55
52. Wynder, E.L. andHoffrrann, 0., Tobaccoy TobaccoSnnke, Studies
in Experimental Carcinogenesis, 1967, Acade<nic Press, New York,
53. Stectnan, RL., Chem. Rey., 1968 68 153.
54. Hoffman, 0. and Rathkairp, (3., Anal. Chan., 1972, 44, 899.
55. Lee, M.L.; Novotny, Nl. andEartle, KO., Anal. Chan., 1976, 4~,
405.
56. Severson, RE.; Snook, ME.; Arrendale, RE. andCbortyk, CL,
Anal. Che,,., 1976, 48, 1866.
57. Snook, ME.; Severson, R.F,; Higrian, H.C.; Arrendale, R.F,
Ohortyk, 0.T,, Beitr, Tabakforsch., 1976, 8, 250.
and
58. Valerio, F.
polycycl ic
conditiona
Anal itycal
Frei, R.W.
and Lazzarotto, A,, Photochemical degradation of
arariatic hydrocarbons in real and laboratory
In Fate of Hydrocarbons in The Envirorment: Ni
Approach. 1986, Vol 10. Pp 209—225. Albaigés, J, and
eda. Gordon and Breach Science Publish,
59. Behyrcr, TU. and Hites, R.A., Enviran. Sci.Technol., 1985,
1004—1009.
60. Behyrrer, T.D. and Hites, R.A., Enviran. Sci.Technol., 1988,
1311—1319.
19
,
22
321
u61. Yokley, RA.; Garrison, AA.; Wehry, EL. and fvÉinntov, O.,
Enviran. Sci. Technol.., 1986, 20 56—90.
62. Korfrmcher, W.A.; Natusch, D.F.S.; Taylor, DR.; I~Érantov,
and Wehvy, E.L. , Science, 1980 207 763—768.
O,
63. Valerio F,; Bottino, P.; Ugolini, O.; Cinterle, MR.; Tozzi, O.
and Frigerio, A., Sci. Total Enviran., 1984, 40 169—188.
84. l-Uynh, C.K. and Vu Duc, T,, Lausanne, 1986, Abril, 20—21.
65. Nielsen, T. and Seitz, B., Atnns. Enviran., 1984 10 2159—2165.
66. tsclet P. and Ntuvier, (3,, Pollution Atmospherique, 1988, dan—
Mars, 25—31.
67. Pitts, UN., Zielinska, 6,; Sweetrran, dA.; Atkinson,
Winer, A.Nl,, Atans. Enviran, 1985, 20, 911—915.
R. and
68. Sweetman, U,A.; Zielinska, E.; Atkinson, 1.; Rarndahl, R.; Winer,
AM. and Pitts, UN. ~Jr.,Atmos. Enviran., 1986, 20, 235—238.
69. Zielinska, E.; Arey, U.; Atkinson, R. and Mz
Environ. Sci. Technol., 1988, 22, 1044—1048,
70, Zielinska, 6.; Are>’, U.; Atkinson, R. and VIiner,
Environ., 1989 23 223—229.
71. Kónig, U.; Balfanz, E.; Funcke, VI.; Rcúnnowski, T.,
1983, 55 594—599.
Elroy, PA,,
AM,, Atona.
72. Rarndahl, T., Enviran. Sai. Technol., 1983, .11, 666—670.
73. Karens, R.M.; Fulcher, U.N. and G~o Zhishi, Atnos. Enviran.,
322
u
u
u
u
u
1
1
u
u
u
u
¡
u
E
Anal. Chan.,
¡
u
u
u
1
¡
1986, 20 1879—1587.
74. Redding, S.B.; Mill, J.; Gould, C.W.; Lin, PH.; Johnson, HL.;
Earbager, D.C. and Fojo, C.B. , US. The envirorírental tate of
selected polynuclear arc<mtic hidrocarbona. Envirornental
Protection Agency, Publication NQ EPA- 560/5—75-009, Washington
D.C., 1976, pp.122.
75. Gibson, P.T., Biodegradation of araintic pertroleun
hidrocarbons, In: Wolfe D.A., Ed, Fate andeffects ot petroleun
hidrocarbons in marine ecosystems and organisms, Perganon Press.
New York, 1977, Pp. 36-46.
76. Dipple, A,; Moschel, RO. and Bigger, C.A.H., Chemical
Carcinogena, EX. Seanle, E.O., Ecl., 2,-id adj., ACS, Itnography
182, Vol. 2, 1984, Pp. 41—164.
77. Ames, B.N.; frtCaan, U. andyamasaki, E,, t&jtat. Res., 1974,
.11% 347—364.
78. Van Houdt, U.U., Atnos. Enviro.,., 1990, ~ 207—220.
79. Grirmier, (3., PAI+-Their contributions to the carcinogenicity of
vanious etnissions. In Fate of F4-drocarbons in The Envirorwnent.
An Analytical Approach. Ed by d. Albaigés and R.W. Frel., Vol.
10, Gordon and Breach Science Publishers, New York. 1986.
80. Kauss, P.B. and I-Utchinson, T.C., Environ. Pollu., 1975, ~, 157—
174.
81. Connel), 0W. and Miller, S.J., ~. Criticel, 1981.
82. Goel, KA. and Gasg, y., Buil. Environ. Conten. Toxico., 1980,
.i~., 295—297.
323
83. VO-DINH, T., Chenical analysis of polycyclic aramtic cmpounds,
Wiley, U. and Sons, New York, 1989.
84. Envirornental Protection Agency. (EPA), Doct-rento ~ 440/5-80—
069,
85. Deyo, U.; Tam, U. and King, RE., J. Mr Pollut.
1977, 27, 142—144.
86. Chahal, H.S. and Ramno, D.U., J. Air Pollut.
1976, 26 885—886.
Control kas.,
Control kas.,
87. Hales, dM., Ataca. Enviran., 1972, 6, 635—659.
88. March, A.R.W., Ataca. Environ., 1978, 12 401—406.
89. Cautreels, W. and Cauwenberghe, K., Atruns. Environ., 1978, .i~,
1133—1141.
90. Lio>’, PU., Carrrunity air sarpling strategies. Cap. 25, 236—398,
In Advances in Air Sa¡rpling. 1989, Lewis Publishers inc. ISBN 0—
87371—115—7.
91. Clayton, P, and Davis, B., Analytical Proceedinga, 1989, 26,
284—285.
92. Woodget, B.W., Analytical Proceedinga, 1989, ~, 283—284.
93. Pío, C.A., General Sarrplig Techniques. Cap. 1. In Handbool< of
air pollution analysis, Harrison, R.M, and Perry, R. Chapnnn and
Hall,
94. Adams, D.F.
Pollut ion,
and Farwell,
1986, Vol. 7, Cap.
Sanpling and analysis.
2, pp. 78—79, Stern,
324
u
u
1
1
¡
¡
1
u
u
u
u
u
¡
¡
1
1
u
In Air
J. Ed. u
u
u
1
Academic Press.
95. Nolí, K.E,; Nliller,
Enviran., 1977, .11.
T.L.; Norco, d.E. andReufter, R.K., AtiTos.
1051—1059.
96. ttinshi,U. andPatil, R.S., Atuve. Enviran., 1982, 16, 1915—1918.
97. Seinfeld, U.H., Atuos. Environ., 1972, ~., 847—858.
98. Patterson, R.K., U. Air Pollut. Control Ase., 1980, 30, 169—171.
99. Routine analytical cigarette—snnking «achine — Definitios and
standard conditios. International Standard. Norma 150 3308:
1991(E).
100. B.O.E., NQ 17, 20 Ene., 1982, 1278—1281.
101. Wedding, U.B.; Welgand, MA. and Carney, T.C., Environ. Sci.
Technal~., 1982, 16, 602—606.
102. Federal Register (USA). Reference rrethod for the determination
of suspended particulate matter in the atn~sphere (High Volin
Method). Vol 47, NQ 48(6/12/1982), 40 ~R part 50.
103. Smith, U, And Surperenant, N. , Retara. , Proceedinga of the
Mancan Society of Testing ttterials, 1953, 53, 1122—1133.
104. Environnental Protection Agency (EPA). Atnospheric San<ing.
2nd. ed. intorm. Y’Q 45O/2—80—~4. AFTi (NV—20). Envirorynental
Reseach Center Triangle Park N.C. 27711.
105. Pierce, R.C. and Katz, M., Anal. O>an., 1975, 47 1743—1747.
106. Fox, MA. and Staley, S.W,, Anal. Chan., 1976, 44, 992—998.
325
u
1
107. Manan, E., The envirorinental chanistry of volatile arwatic U
hydrocarbons. 1983, pp. 167—175. In Q,ffinistry and Analysis of
I-Iydrocarbons in the Envirar,ent. U. Albaigés Frei, R.W. and
Menan, E. Eda. Vol 5. Gordon and Breach Saience Publishers.
108. Grirrmer, (3., Envirorwriental carcinogens Polycyclic arcnntic
hydrocarbons. Chanistry, occurrence, biochanistry, u
carcinogenicity. Cap. 2, Chemnistry of PAHs, 1983, Pp. 42—43.
Grirrmner, (3. Ed. C1~C Press, Inc. Ecca Ratón. Florida.
109. Belo>’, S.D. and Tanes, G.H,, Anal. Chan., 1978 50 967—973, u
110. Nielsen, T. , J. of chra,ntog. 1979, 47Q, 147—156.
u
111. Nkfller, U. and Rohbook, E., Talante, 1980, ~3.¿,673—675
112. Giger, W. and Schaffner, O., Anal. Chan., 1978, , 243—249. 3
113. Grosgean, O., Anal. Chan., 1975, 47, 797—605. 1
114. Hill, H.H.Ur.; Chan, K.W. andKarasek, E.W., d. of ctramtag., 3
1977, , 245—252.
u115. Gordon, R.V., Ataca. Environ., 1974, 8 189—191.
116. Nlasclet, P.; Pistiokopoulos, P.; Beyne, 5. and Mouvier, ~., U
Atuos. Enviroit, 1986 22 639—650. g
117. Stenterg, U.R.; Alsberg, TE,, Anal. Chan., 1981, 53, 2067—2072. £
118, Lyall, R.U,; Hooper, MA. andMainwaning, S.J., Atuos. Enviro.,.,
1988, ~Z, 2549—2555.
119. Brodding, (3.; Van Vaeck, L. and Van Cauwenberghe, K., Ataca, u
326
u
1
Enviran., 1977 11 1961—1964.
120. Cautreels, W. an Van Cauwenberghe, K., J. of O,rcwintog.,
131 253—264.
121. Laudinyr, E.P. and Niflíler, 1<., U. of O-mraintog., 1979, ITQ. 130-
166.
122. Golden, C.; Sawicki, E., Intern. J. Enviran. Anal. Chan., 1975,
4 9—23.
123. Griest, W.H.; Catán, U.E.; Guerin, MR.; Yeatts,
Higgins CE., Anal. Chan.,
L.B.Ur. and
1980, 52, 199—201.
124. Seifert, 6. and Steínbach., Fresenius Z. Anal. Chern., 1977, .~1,
264—270.
125. Nielsen, T., Atuve. Enviran.,
126. Griest, W.H.; Tohkins, B.A.
1988, 2Z, 2249-2254
and Caffrey, dR., Anal. Chan.,
1988, ~Q, 2169—2171.
127. I-*agh Nt.; Mack, A. and Krukonis, V.d., Superoritical fluid
extraction. Principles and practice. Butterworths Eda. Boston,
1988.
128. Khorassani, M.A.; Kurnr, ML.; Koebler, D.U. andWilliams, G.P.,
U. of Chrcyyntogr. Soi.,1990, 28 599—604.
129. Wright, 6W.; Wright, C.W.; Gale, R.W. and Smith, R.D., Anal.
Cian., 1987, 59 34—44.
130. Ca¡rpbell, R.M. and Lee, ML., Anal. Chan., 1986, 58, 2247—2251.
1977,
327
u
u
131. Hawthorne, S.B. and Miller, 0.3., Anal. Chan., 1987, 59 1705—
1708.
132. Ndiaru, PO. and Sirrpson, C.E., Analytical Proceedings, 1989,
26, 393-394.
133. Merican Society for Testing and Materials (ASTM). Norna D.
26882—71,
134. National Institute of Docupational Safety and Health (NIOSH) U
Métodos 183, 184 y 206.
135. Hoffmen, O. and V&nder, E., Anal. Chan., 1960 32 205-296. u
136. GrinTner, (3. and Bohnke, H FreseniusZ. Anal. Ctsn., 1972, ~i,
310-314.
137. Ma>’, W.E.; Chester, SN,; Hertz, H.S.; Hilpert, L.R.; Rebbert, uRE.; Vogt, C.R. andwise, SA., Onaracterizationof polycyclic
arcnntic hydrocarbons in air particulate extracts by liquid, gas uchronetographic methods. 1984, Cap. 13, pp, 197 — 229. In
Identification aná Analysis of Organic Pollutants in Air. Keith,
L.H. Ed, Butterworth Publishers, u
138. Lunde, (3. and Bjbrsenth, A., Nature, 1977, ~, 518—519.
139. Uaklin, U. and Kremayr, 1’., A routione method for the uquantitative determination of polycyclic aramtic hydrocarbons
in urban sir, In Fate of hydrccarbons in the envirornent. An
analytical approach. U. Albaigés, R.W. Frei Eds. 1966, Vol 10, U
Gordon and Ereach Sc i ences Pub 1 i shers.
u
140. Pérez, R.M.; Carpos, A. y González, 0., Wimica Analítica
Arbiental, 0109—1, 1992.
328
1975, .11,
141. Scott, R.P.W. and Kucera, P., J. of Chrcntogr. Sci..,
337—346.
142. Later, 0W.; Wilson, B.W. and Lee, ML., Anal. Chan.,
2979—2984.
143. Poole, F.P., Schuette, S.A., Conterrporary Practice of
Chraratograph>, Elsevier, 1984.
144. Liska y col., U. High Resolut. ~rcrntogr.,1989, 12 (9), 577.
145. Elsenberg, W.C., J. of ChraTutogr. Sol., 1978, .j.~,
146. Davies, I.L.; Eartle, K.; Williams, P.T. and Andrews, GE.,
Anal. Chan., 1988, ~Q, 204—209.
147. Ruckmick S.C,; Hurtubise, R.J., J. of Ohrcmutog., 1985, ~2i~
343—352.
148. Miguel, AH. and De Andrade, U.B., mt. U. Environ. Anal. Cien.,
1989, 35 (1), 35 — 41.
149. Xia, L,;Zhu, Nl.; Tao, F. andHu, Z., Fenxi »aaxue, 1988, 16(2)
,
146 —149,
150. Department of the Envirorvnent (LX), Methods Exan. Waters Assoc.
Mater., 1988. Pp 45.
151. Stijve, T. and Hischenhuber, C., Stsch. LebnaTm. Rtrdsch.,
83 (9), 276 — 282.
152. Uoe, F.L.; Salarrne. U. and Fario,
chan., 1962, 65 (6), 1395—1402.
J. Assoc. 0ff. Anal.
1985, .~i,
145—151.
1987,
329
153. Lawrence, d.F. and Das, B.S., mt. J. Environ. Anal. Chan.,
1986, 24 (2), 113 — 131.
154. Lebo, U.A.and &nith, L.M., J. Assoc. 0ff. Anal. Chan., 1986, ~
Rl, 944 — 951.
155. Cavelier, C., Analusis, 1980, 8 (2), 46 — 48.
156. Szepesy, L. andczenoz, Nl., Penad. Polytech., Chan. Eng., 1980,
24 (2—3), 123 — 137.
157. doe, F.L.; Roseboro, E.L. and Fazio, T., U. Assoc. 0ff. Anal.
Chau., 1981, §4...=31,641 — 646.
158. White, U.D., Mu. md. Hyg. Assoc. 1., 1985, 4~.Á.P1. 299— 302.
159. Takuya; K.Y. and Goto, 5., Bunse4ci Kagaku, 1981, 30(6), 362—368.
160. Krajewski, j. and Lipski, K., Chan. Anal. (Warsaw),
.LaX 431 — 435.
1981, 2~ U
161. Gis,,, C,S.; Trujillo, DA.; Kira, 5, and Hrung,
Environ. Cantan. Toxico., 1960, 25 (5), 624 — 827.
162. Nlathieu, F.; Chalabreysse, d. and Archirrbaud, Nl., Analusis,
1985, 13 (7), 324 — 328.
163. Kodann, Y.; Arashidani, K. ¡and Yoshikawa, Nl.,
1983, 261 (1), 103 — 110.
164. Durand, U.P. and Petrcff, N., J. Quramtogr., 1980, 53 (7)
,
97 1—975.
165. Lagana, A.; Petronio, BM. and Rotatori, M., J. Chrcimtogr.,
330
u
u
u
u
u
u
u
u
¡
u
u
Y., Bulí.
u
u
¡
u
u
u
u
u
1980, 196 (2), 143 — 149.
166. Guyot, E.; Lahmy, 5. and Vincent, d.C., Cafe Cacao. the, 1982,
26 (3), 199 — 206.
167. itisial, C.d. and Uthe, d.F., J. Assoc. 0ff. Anal. Chan.,
1986, 69 (3), 482 — 486.
168. Maher, W.; PellegrinoF.; Furlonger, U., Chan. Anal. Group, Sch.
Appl. Sci Canberra Cdl. AdvancedEduc., Belconnen, A.C.T.2616,
Australia. Microchem. 3., 1989, 39 (2), 160— 165.
169,176. NúP~ez, M.D. and Centrich, E., Anal. Q,im. Acta, 1990, fl4
{14, 269 — 273.
170. G=icinski,H,; Ad&nek, 5. and Kettrup, A., GIl’ Fachz. Lab.,
1989, 33 (12), 1225 — 1228.
171. danseen, E. and Kanif, U., mt. J. Enviran. Anal. Oiem., 1982,
13 (1), 29 — 36.
172. Roach, M.C. and Harmony, MD., J.Chrcxyntogr., 1988, 4~,332—335.
173. Voigtmen, E. and Winefordner, U.0., J. Liq. O,raintogr., 1982,
5 (11), 2113 — 2122.
174. Bazylak, (3. andMaslowska, U., Fresenius’ J. Anal. Chan., 1990,
336 (3), 205—209.
175. Saito, T., Buiseki Kagsku, 1990, 39 (4), 211—215.
177. Kicinski, H.(3.; Adaimk, 5. and Kattrup, A., SLZ, Schweiz. Lab.—
Z., 1990, 41.141, 152—154.
331
178. Ritan, V.F. and Anisirrova, I.A., Zh. Anal. Khim., 1991, 46 (10)
,
2035—2040.
179. Escriva, C.; Ntrales, Nl.; La Orden, A.; Menes, 3. and ~cnt,(3.,
Eresenius’ J. Anal. Chan., 1991, 339 (10), 743 — 745.
180. Salagcity, M.H.; Gaye, 3.; Tricard, O.; Desormeaux, M.N.
Sudraud, P., Sci. Alin’snts, 1990,10 (4), 785— 796.
and
181. Armstrong, D.W.; Hinze, W.L.; Bui, K.H. and Singh, H.N.,
Analytical Letters, 1981, 14 (A1Q), 1659 — 1667.
182. Baek, 5.0.; Goldstone, M.E.;
Perry, It, Environ. Technol.,
Kirk, P.W.W.; Lester, U.N. and
í9Qi, 12 (2), 107 — 129.
183. Tharpson, O.; dolley, 0. andMaher, W., Microcher. U., 1993, 47
fil, 351—362.
184. Perrin, U.L.; Poirot, N.; Liska, It; Thienpont, A. and Felix,
(3., Tett Wiss. Techol., 1993, 95 (2), 40—51.
185. Gerlich, W.; Mertin, (3, and Panning, H., LaborPraxis, 1991, 15
(11), 942—944.
186. Perfetti, SA.; Nyman, P.U.; Fisher, 5.; Uoe, F.L.;
Diachenko, 0W., 3. PL~C mt.., 1992, 75 (5), 872—877.
187. Ares, U. andzavatti, U., Buí]. Environ. Cantan. Toxicol..
60 (3), 333—339.
188. Euston, O. and Eaker,
828, 831 — 834.
O., GIl’ Fachz. LaS., 1979, fl..Áj2, 827—
189. Quilliqn, MA. and Sim, Ps., 3. Ciraintogr. Sci.,
332
1088, 26 (4)
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
¡
¡
¡
¡
u
and
1993,
¡
u
u
u
u
u
160 — 167.
190. Dong, M. and Greenberg, A., U. ChrczTntogr., 1988, 11 (9—10)
,
1887 — 1905.
191. Fisoher, It, FreseniusZ. Anal. Chem., 1982, 311 (2), 109— 111.
192. Brandys, U.; Lipniak, Nl. andPiekoszewski, VI.,, Chem. Anal, 1989,
34 (3—4), 449 — 452.
193. Van der Elst, D.d.D., Spectra 2CXX), 1991, 4~, 51 —52.
194. Roussel, R.; Allaire, Nl. and Friar, RS., U. Mr WasteP.~nage.
Assoc., 1992, 42 (12), 1609—1613.
195. Eice’nen, G.A. and Lindley, K. , mt. U. Environ. Anal. Chan.,
1986, 32 (1), 29 — 46.
196. Meier, P. andAubort, 3.0., Mitt. Geb. Lebensmnittelunters, Hyg.,
1988, 79 (4), 433 — 439.
197. Daishirin, 5.; uds, Y.; Shibata, A. and Uuruya, K., Bunseki
Kagaku, 1983, 32 (12), 761 — 765.
198. Einnermann, P.H., Z. Lebensm. Untera. Forsch., 1979, 179 (6)
452 — 477.
199. Hilpert, L.R.; Eyrd, (3D. andVogt, C.R., Anal. aien.,
(11), 18-42 — 1846.
200. De Leetsw, U.W.; De Leer,
Schuyl, P.U.W., Anal. Chan.,
E.W.B.; Sinninghe Damste,
1986, ~I=9á, 1852 — 1857.
d.S. and
201. Grirrner, (3.; Naujack, K.W. and Schneider, 0., Frese. Z. Anal.
1984, 56
333
Chem., 1982, 311 (5), 475 — 484.
202. Spitzer, t. and Kuwatsuka, 5., U. Chrcxintogr., 1986, 358 (2)
,
434 — 437.
203. González Bravo, L, and Rejthar,
1986, 24 (4), 305 — 318.
204. Ramio, K.; Linko, R. and Ruotsila,
L., mt. J. Environ. Anal .Chan.,
L., Bulí. Environ. Cantan.
Toxicol., 1986, 37 (3), 343—377.
205. Knecht, U.; Laaunier, C. arid Tobias, 5., Fresenius Z. Anal. 3
Chan., 1987, 326 (1), 25— 32.
206, Speer, K.; Steeg, E.; Horstrran, P.; Kuehn,
U. High Resolut. cDhraintogr.,
207. Auer, VI. andMalissa,
1990, 13 (2)
H., Anal. O,im. Acta,
T. and ttntag, A.,
104- 111.
1990, 237(2), 451—
457.
208. Cien, X. andSmart, R.B., J. Ciramtogr. Sci., 1992, 30 (5) 192
— 196.
209. Pozhidaev, V.M. and Pozhidaeva, K.A., Zh. Anal. Khim.,
u
u
u
1989, 44
(12), 2177—2179.
210. Laucas, F.M.; Matta, M.H.R.; Hayasida, L,d. andCarrilho, E., U.
HighResolut. O-mravntogr.Chraiutogr. Cainur., 1991, 14(9), 633—
835.
211. Zhang, 5. and Lin, Y., Sepu, 1991, %X.41, 236—241.
212. Pandey, RA.; Ntathal, P.L.; Parhad, N.M. andK¡raran, P., Iridian
U. Environ. Health, 1991, 33 (1), 40—44.
334
u
u
u
u
u
u
u
1
1
¡
u
u
u
u
u
u
u
213. ttngani,
Cannarsa,
100.
F.; Crescentini, (3.; Sisti, E.; Bruner, F. and
5., Int. J. Enviran. Anal. Chan., 1991,45(2), 89—
214. Morabito, PL.; McCabe, T.; Hiller, dE. andZakett, D., J. High
Reeolut. O,rcmutogr., 1993, ~ 90—94.
215. Meher, W.A., Bagg, U. and Snith, UD., mt. J. Enviran. Anal.
Chan., 1979, j7~~(jj, 1 — 11.
216. Miguel, A. H., Int. U. Enviran. Anal, chan., 1982, 12.11=. 17—
25.
217. Alekseeva, T,A.; Teplitskaya, TA. andDel’vig, I.S.,Izv. Akad.
NatM. Q’uz. SSE, Ser. Khim., 1986, 12 (13), 175 — 179.
218. Bunk, W.; (3lueck, y.; Schuch, 8. and Dcnnevert, (3., J. Planar
Chrcmntogr. ita.
219. Moni, Y.; Naito,
.{~1, iii — -ríe.
220, Sengupta, P. and
.(4)., 54 — 55.
TLC., 1989, 2 (1), 28 — 32.
5. and Itisushita, H,, Eisei Kagaku, 1984, 30
Sil, 5., U. Oil Tchnol. Aasac. India, 1983, 15
221. Baralkiewicz, O.
149 — 153.
and (3rmn,wska, H. , chan. Anal
222. Robinson, U.L.; Marshall, M.A.;
O., Anal. Chan. Acta, 1980, 115
Draganjac, M.E.
229 — 238.
1989, 34 (1)
,
and Noggle, L.
223. Borkowska, M.M., Rocz. Panstw. Zakl. Hig., 1985, 36 (3), 262—
268.
335
224. ltdica, It; Fiare, Nl. and Bartosek, 1., J. OhraTntogr.,
247 (2), 352 — 355.
U.L.; Geyer, R. and Cooper, O., J. Assoc. Of?. Anal.
aiem., 1984, 67 (1), 106— 108.
1985, 57 (3), 763 — 785.226. Krost, L.d., Anal. Cien., _____
227. Berthod, A.; Mellone, T.; Voigtnnn, E.
Anal. SoL,
and Winefordner,
1967, 3 (5t 405 — 411.
228. Xi, X. and Yang, E.S., Anal. Chan., 1991, ~4J5j, 490 — 496.
229. Mazzeo, d.R.; Krull, 1.5. and Kissinger, P.T., U. chrntogr.,
1991, 550 (1—2), 585—594.
230. Zuo, B.; Deng, Y. and Zeng, Y.,
481—483.
Feuxi I*iaxue, 1991, 19 (4)
,
231. Mitcheell, CE., Bulí. Environ. Cantan. Toxicol., 1979, 23(4—5)
669 — 676.
232. Eurusawa, Nl.; Tachibaba, SI. and Fujimori, Y., Eunseki Kagaku,
1961, 30 (3) 181 — 184.
233. Furusawa, Nl. and Tachibana, Nl., Bulí. Chem. Soc.Jpn.,
(10), 2968 — 2971.
1981, 54
234. Suenaga, 5.; Shiraishi, Y.;
Eisei Kagaku,
Shirotori, T. and Kayanuna, 5.,
1981, 27 (4), 244— 251.
235. ttri, Y.; Naito, S.and Matsushita, H., Eunseki Kagaku,
.(.~1, 513 — 517.
338
u
a
225. Kacprzak,
1982 u
u
u
1
a
¡
u
u
u
u
u
u
u
1966, 35 u
¡
u
u
u
236. Tachibana, SI. and Eurusawa, Nl., Anal. Sci., 1985, 1 CI), 7%80.
237. Nithipatikan, K. and frt(3own, L.B., Anal. a~r., 1986, 58 (14)
,
3145 — 3148.
238. Tachibana, Nl. andFurusawa, Nl., Anal. Sci., 1987, 3(5), 457—461.
239. Saber, A.; Uarosz, U.; Martín—Bouyer, Nl.; Paturel, L. and Vial,
Nl., mt. J. Enviran. Anal. Chan., 1987, 28 (3), 171 — 184.
240. Jones, B.T.; (3lick, Nl.R.; Mignardi, MA. and Winefordner, UD.,
Appl. Spectrosc., 1988, 42 (5), 850 — 853.
241. Vershinin, VI.; Víasova, N.V.; Karyakin, AV.; Kashlikova, B.V.
and Smirnov, Y. N., Zh. Anal. Khim., 1988, 43 (9), 1684—1690.
242. Carr, U.W. and Harris, U.M., Anal. Chan., 1986, 60 (7), 696—702.
243. Korenrran, Y.I. and Vorob’ev, VA., Zh. Prikl. Khim., 1990, 63
141. 910 — 912.
244. Bark, K. and Force, R.K., Appl. Spectrosc., 1990, 44...RX, 1373—
1376.
245. Nithipatikan, K. and McGown, LE., Anal. Chan., 1988, 60 (10)
1043 — 1045,
246. Karyakin, A.V.; Smirnov, Y.N, and Vershinin, V.I., Vi. Anal.
Khim., 1988, 43 (4), 728 — 732.
247. Bautilier, G.D. and VIinefordner, UD., Anal. Chan., 1979, 51
.(.?~Y, 1384 — 1391.
248. Ramis Rurcs, (3.; Khasawneh, I,M.; García .4ívarez—Coque, MC. and
337
Winefordner, U.C., Talanta, 1988, 35 (1), 41 — 46.
249. Vo—Dinh, 7. and Lariotte, Nl., Appl. Spectrosc., 1986, 4~JJI, 65—
68.
250. Karyakin, A.V. and Smirnov, Y.N., Zh. Prikl. ~ektrosk., 1988,
49 (5), 774 — 779.
251. Vo—Dinh, 7.; Gerrrnege, RE. and Mertinez, PR., Anal. Ciim. Acta,
1980, 118 (2), 313 — 323.
252. Vo—Dinh, T. and Hooy¶Tan, U.R., Anal. Chan., 1979, 51 (12)
,
1915
—1921.
253. t~dison, R.T. and Carroll, MAC, Appl. Spectrosc., 1989, 43(3)
422 — 425.
254. Asher, S.A,, Anal. Chan., 1984, 56 (4), 720 — 724.
255. Torres. E.L. andwinefordner, UD., Anal. chan., 1987, 59 (13)
1626 — 1632.
256. Doretti, L.; ttccioni, A.M. and Traldi, P.,
h~ss Spectran., 1966, 13 (7)
Bianed. Enviran.
381 — 385.
257. Macioni, AM.; Traldi, P, and Dcretti, L., Talanta,
fil, 483 — 487.
258. Vodzinskii, Y.V. and Tikhova, N. Y., Zh. Anal.
1987, ~4 ¡
Khim., 1986, 41
X5J., 911 — 915.
259. Nelson, A.; Auffret, N. andRea&ien, U., Anal. Chim. Acta, 1988,
207 (1—2), 47 — 57.
338
E
E
u
a
u
u
1
1
u
u
u
u
u
¡
1
u
u
u
260. ‘<u, T. and Winefordner, UD., Spectrosc. Lett., 1988, 21 (5)
,
485 — 476.
261. Glick, MR.; Jones, B.T.; Smith, B.W.andWinefordner, UD. ,Ap~A.
Spectrosc., 1989, 43 (2), 342 — 344.
282. Tachibana, SI.and Eurusawa, SI. , Analyst, 1990, 115 (11), 1495 —
1498
263. Vodzinskii, Yu.V.; Sidorova, TI. and Shilina, A.I., Zh. Anal.
Khim., 1991, 46 (12), 2380-2388.
264. Att.wood, O. and Florence, T.
chenistry, Pharnncy aná biology
1983.
‘Surfactants systems. Their
Chapman and Hall. New York,
265. Yoshikiyo, Nl. and Ryohei Nl., Bulí. Chan. Soc. Jpn., 1988, ~i,
333—339.
266. Schulman, S.(3, Molecular luninescence spectroscopy. Methods and
aplications. Partí. John Wiley and Sons. New York. 1985, 1988.
267. Gernot Grunner Editor Envirorvnental Carcinogena:
Aranatic Hydrocarbons. ~$~CPress, Inc. 1983.
268. Mocre, U,W. and R&turioorthy, 5. OrganicChemicals
Waters. Applied Monitoring and Irrpact Asesment. Edit
Verley. 1984.
Polycicl ic
in Natural
Springer—
269. Gschwend, PM. Environ. Sci. Technol, 1982, 4, 16.
270. Lee, ML.; Novotny, Nl. y otros: ‘Analitycal Chernistry of
Polyciclic Ararntic Carpounds. Acadenic Press, New York, 1981.
339
271. Armstrong,
657.
0W. and Henry, S.J., J. Liq. Chrmntogr.,
272. Armstrong, 0W. and Nare, F., Anal. Cern.,
273. Armstrong, 0W. and Stine, G.Y., Anal. O,em., 1983, ~, 2317.
274. Landy, d.P. and Dorsey, 3.0., Anal. Chim. Acta, 1985, 178,
275. Bertnod, A. (3irard, 1., Anal. Chan., 1986, ~W 1356. 1
276. Pelizzeti, E. and Pra,euro, E., Anal. Chim. Acta., 1985, .i~% 1— U
29.
277. Pasupate, Nl. and Darol, U.M. “Critical Micelle Concentration of
Aquecus Surfactant Systams 1971, NSRDS—NBS 36.
278. Kirkbright, 0. E. Talanta, 1966 13 7.
279. EPA, Carpendiun of Methods for the Determination of Toxic
Organic Carpounds in Mtient Air, 600/4—89/017, June 1988.
280. Arunyanart, Nl. and Cline Leve, L.d., Anal. Chan., 1984, 56,
1551—1561.
281. Dorsey, JO.; DeEchegaray, M.T. and Landy,d,S.,
u
uAnal.
chern. 1983 55
,
282. Wells, M.U. and Clark, C.R., Anal. Chan., 1981 53 1341—1345.
283. Eorgerding, M.F.; Willia¡ns,
J. Liq. Chra,ntog.,
R.L.; Hinze, W.L.
1959, .12Á.P=,
and Qnina,
1367—1406.
284. Melander, W.R.; Cien, B. and Horváth, O.,
340
3. Oircwintog.,
u
a
1980, 1 u
1981 53
u
1662.
u
u
179.
1
¡
u
u
924. ¡
u
F.H.
u
11979,
u
u
u.
99,
285. YarnEhuk, P.; Weinper~~r, R.; Hirsch, 5 and Cline Lone, L.J.,
Anal. Cien, 1982, ~4, 2233—2238.
286. Antonio, HM. and dailson, EA., mt. U. Environ. Anal. Chan.,
1989, 35 35—41.
287. Sisal, B. and Saguan, 5. Int.,Env. Analyt. Chem., 1985 19 111.
268. Steirvnetzer, H.C., Bai.neister, W. and Vierle, 0., Sci. Total
Enviran., 1984 36 91.
289. Risner, C.H., U. Oirarmtog. Sci, 1988 26 113—120.
290. Snyder, L.R. and Kirkland, U.U., Introduction toitdern Liquid
Chranatography, John, W. and Sons, Inc. New York, 1979.
291. López García, A.; Blanco González, E.; García Alonso, JI. and
Sanz—Medel, A., Anal. Chin,. Acta, 1992, 264 (2), 241—248.
292. Eichelberger, U.W.; Eehyrrer, T.O. and Eudde, W.L., EPA, t”~thod
525, Revision 2.1, 1988.
293. E.O.E., Anuas, Reglamentación técnico—sanitaria para el
abastecimiento y control de calidad de las aguas potables de
consi.zw~ Público. NQ 226, 20 septierbre, 1990.
341
